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RESUMO

Os sintomas musculares associados as estatinas (SAMS) sdo o efeito adverso associado mais
comum ao tratamento com estatinas. As estatinas sdo medicamentos inibidores da enzima 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase, que levam a efeitos redutores do colesterol sérico. As
SAMS ocorrem em cerca de 30% dos pacientes tratados com essas drogas, causando uma
ampla variedade de distlrbios neuromusculares, desde cdibras e dores musculares até
eventos raros de rabdomidlise fatal. Mesmo com a alta incidéncia na pratica clinica, os
mecanismos subjacentes a patogénese da SAMS permanecem desconhecidos. Por outro lado,
a gravidez é um periodo critico para a saude cardiovascular da mée e esta relacionada ao
aumento dos niveis de colesterol. As estatinas podem ser Uteis durante esse estado, mas sua
seguranca ainda nao esta determinada. Dessa maneira, investigamos os efeitos pés-parto da
exposicdo a rosuvastatina e sinvastatina durante a gravidez em ratos Wistar com foco nas
estruturas neuromusculares. Para isso, vinte e uma ratas Wistar prenhes foram distribuidas em:
Controle (C), tratadas com veiculo (dimetilsulfoxido + dH20); Sinvastatina (S), 62,5 mg/kg/dia; e
Rosuvastatina (R), 10 mg/kg/dia. Os tratamentos (gavagem) foram realizados diariamente do 8°
ao 20° dia gestacional. No desmame, os tecidos maternos pdés-parto foram coletados e
submetidos a: andlise morfologica e morfométrica do muasculo sdleo e juncdes
neuromusculares associadas (JNMs) e nervo isquidtico; quantificacdo de proteinas;
guantificacdo sérica do colesterol total e enzima creatina quinase; e analise de colageno
intramuscular. Foi observado aumento de diametro e area nas JNMs dos grupos S e R,
também com perda de circularidade. O numero de miofibras com nucleos centrais foi maior nos
mesmos grupos. Os mionucleos tém papel fundamental no desenvolvimento e manutencéo das
JNMs e sd@o determinantes no rearranjo do citoesqueleto de agrupamentos de receptores de
acetilcolina. Esta exposi¢éo pode té-los remodelado, alterando a morfologia dos JNMs. Nossos
resultados podem ser associados ao desenvolvimento e progressao da SAMS observada na
pratica clinica.

Palavras-chave: sintomas musculares associados as estatinas; interacdo neuromuscular;
mionucleos; receptor nicotinico de acetilcolina; gravidez;
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1. Introducéo

A hiperlipidemia e hipercolesterolemia sdo considerados fatores risco
para doencas cardiovasculares e configuram um problema de saude global
sendo diretamente associadas a habitos alimentares precarios e condi¢cdes de
sedentarismo (Organizagcdo Mundial da Saude, 2021). Os farmacos que
reduzem a concentragdo do colesterol sanguineo revolucionaram o tratamento
dessas doencas e a terapia dos pacientes com risco aumentado para doencas
cardiovasculares (DCs) (Karlson et al., 2016) através da reducéo dos niveis de
colesterol sanguineo, de maneira que estdo diretamente relacionados com a
qualidade de vida e saude de milhares de pessoas no mundo inteiro (Objetivo
de desenvolvimento sustentavel nimero 3).

O colesterol € uma molécula anfipatica de natureza lipidica que pode ser
encontrada em quase todas as membranas biolégicas de células animais,
sendo responsavel pela manutencdo da fluidez, da curvatura, dos canais
ibnicos e das funcbes de sinalizacdo e compartimentacdo celular (Krivoi &
Petrov, 2019). A presenca dessa molécula na membrana plasmatica regula a
funcdo de diversas proteinas, incluindo transportadores, receptores e canais
ibnicos, sendo que cerca de metade das proteinas de membrana séao

resultantes do processo de cristalizacdo com colesterol (Grouleff et al., 2015).

O colesterol de modo geral, pode ser sintetizado pelo organismo dos
mamiferos ou adquirido pela dieta. Sua biossintese ocorre a partir da utilizacao
de 18 moléculas de Acetilcoenzima A, em uma via metabdlica complexa, com a
participacdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase, que atua em
uma etapa precoce e limitante no processo de sintese do colesterol, a qual
converte 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA em mevalonato (Van der Wulp et al.,
2010). As estatinas devido as suas propriedades de inibicdo da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase sdo farmacos amplamente utilizados para
reducao do colesterol.

Além de seu efeito especifico na inibicdo da biossintese do colesterol,
estes farmacos ainda produzem uma gama de efeitos pleiotrépicos, agindo

principalmente no Sistema Cardiovascular, no encéfalo e nos musculos
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esqueléticos (Sodero & Barrantes, 2020), em que desencadeiam respostas de
protecdo endotelial, anti-inflamatérias e antioxidantes (Girardi, 2014). Assim,
sao farmacos validos para o tratamento de outras condicfes patologicas, como
artrite reumatoide, tromboembolismo venoso e doencas hepaticas (Ferri &
Corsini, 2014). Com a grande prevaléncia e impacto das DCs, além da adocdo
alternativa as estatinas em tratamentos ndo necessariamente ligadas ao perfil
lipidico do paciente, o uso desse farmaco € cada vez maior, como observado
em relatos do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados
Unidos que descrevem o uso em mais de 25% da populagéo estado-unidense
acima de 40 anos (Gu et al., 2014).

As estatinas sdo medicamentos geralmente bem tolerados e eficazes
(Crisan & Patil, 2020; Patel & Kothari, 2017), no entanto, com seu amplo uso,
vém sendo associadas a efeitos colaterais musculares, metabdlicos e
neuroldgicos (Thompson, 2016), ndo existindo ainda um consenso sobre as
reais causas desses efeitos. Os Sintomas Musculares Associados as Estatinas
(SAMS) séo os efeitos adversos mais comuns, e representam um problema
clinico importante. Bruckert et al. caracterizou os fatores de risco, taxa de
ocorréncia, inicio, natureza e impacto de sintomas musculares leves a
moderados associados as estatinas na pratica clinica em 7924 pacientes néo-
selecionados com hiperlipidemia e concluiu que os SAMS além de mais
comuns que o esperado, também podem exercer um grande impacto na vida

cotidiana dos pacientes acometidos.

Na préatica clinica, o tratamento com estatinas estd associado ao
desenvolvimento de problemas musculares em cerca de 30% dos pacientes
(Jacobson et al., 2019; Bruckert et al., 2005). Os SAMS observados com maior
frequéncia envolvem dor ou fraqueza muscular, mas podem levar a quadros
mais graves, como de miotoxicidades, variando de mialgias e caibras a
elevacdo da enzima creatina quinase (CK), miopatias e até rabdomiolise fatal
(Gras-Champel et al., 2019). Estudos indicam que o desenvolvimento dos
SAMS, esta associado a dose-dependéncia, nas quais maiores doses e/ou
duracdo do tratamento potencializam as chances de SAMS (Mammen &

Amato, 2010; Chan et al., 2005) e o desenvolvimento destas esta associado a
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interrupcdo do tratamento e piora no quadro cardiovascular dos pacientes
(Taylor & Thompson, 2018).

O diagnéstico dos SAMS é subjetivo tanto para o paciente quanto para o
meédico, pois ndo existem testes clinicos ou critérios diagnosticos totalmente
confidveis e validados (Thompson, 2016). Ainda, de um ponto de vista
experimental, os SAMS sédo pouco investigados, tendo sua existéncia apenas

relatadas na literatura, com sua patogénese pouco compreendida.

J4 é conhecido que o tratamento com estatinas tem efeitos sobre o
sistema nervoso central (Sodero & Barrantes, 2020; Cibi¢kova, 2011) mas
pouco é explorado sobre o sistema nervoso periférico. Ainda, estudos sugerem
que os efeitos decorrentes dessa terapia também podem ser exercidos em
neurdbnios motores inferiores da medula espinal (Paz & Barrantes, 2021,
Sodero & Barrantes, 2020).

A acdo das estatinas sobre o sistema nervoso periférico ainda € pouco
explorada. A juncdo neuromuscular (JNMs) trata-se de uma conexao
morfologicamente distinta entre o nervo terminal e as fibras musculares, sendo
considerada uma sinapse "modelo" acessivel para estudo no sistema nervoso

periférico (Tintignac et al., 2015).

Morfologicamente, as JNMs sédo formadas por trés compartimentos: o
compartimento pré-sinaptico, onde estao presentes a terminacdo nervosa com
as vesiculas contendo o neurotransmissor responsavel, a acetilcolina (ACh) e
as células de Schwann terminais; a fenda sinaptica, preenchida pela lamina
basal, onde reside a enzima acetilcolinesterase (AChE), responséavel pela
guebra da ACh apés a contracdo muscular; e o compartimento pés-sinaptico,
que compreende o0 sarcoplasma que proporciona um suporte estrutural e
metabdlico para a regiao pos-sinaptica e o sarcolema da fibra muscular (Cruz
et al., 2020; Zelada et al., 2020) com as dobras juncionais, onde em seu apice

se encontram o0s receptores nicotinicos de acetilcolina (hAAChRS).

Os nAChRs séo proteinas integrais de membrana compostas por cinco
subunidades arranjadas em forma de rosacea ou canais idénicos (2a1, 1B, 10 e

1¢) (Tintignac et al., 2015). As subunidades a1 contém os sitios de ligagdo com
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a acetilcolina que quando estimulados, iniciam a mudanga conformacional para
a abertura do polo iénico (Changeux & Edelstein, 1998). Durante sua fase
embrionaria, a subunidade & € expressa e durante sua maturacédo pés-natal a
subunidade € a substitui, alcancando a fase madura da JNM, com total
plasticidade e funcionalidade. Em casos de doencas, lesbes e desordens nas
JNMs, é comum que estas regridam a sua forma imatura, expressando

novamente a subunidade & (Tintignac et al, 2015).

O colesterol ndo somente é um componente abundante da membrana
pés-singptica nas JNMs, mas também um participante essencial na
manutencdo dos nAChRs, podendo interferir na sua distribuicdo e em varias de
suas propriedades (Bermudez et al., 2010; Willmann et al.,, 2006). Ja foi
demonstrado uma interagdo direta entre o colesterol e os nAChRs (Krivoi &
Petrov, 2019), considerando que essas moléculas s@o responsaveis pela
estabilizacdo do estado conformacional do receptor e podem alterar as
propriedades biofisicas da membrana celular associada (Borroni & Barrantes,
2011).

A deplecdo do colesterol nas JNMs, possivelmente associada ao
tratamento com estatinas, pode afetar varios aspectos da neurotransmissao,
podendo resultar na internalizacdo, endocitose e mudancas nas atividades
ibnicas dos NAChRs, além de problemas na liberacdo pré-sinaptica de ACh e
no fator de seguranca para transmissao neuromuscular (Paz & Barrantes,
2021; Sodero & Barrantes, 2020; Krivoi & Petrov, 2019).

Nos ultimos anos, diversos relatos de casos publicados (Gras-Champel
et al., 2019; Crisan & Patil, 2020; Lacomis, 2020; Pasutharnchat &
Phanthumchinda, 2011; Scripko et al., 2014; Purvin et al., 2006; Michael et al.,
2004; Chong et al., 2004; Parmar et al.,, 2002; Keoghet et al., 2010; Gale &
Danesh-Meyer, 2014; Oh et al., 2008) indicam uma possivel associacao entre o
tratamento com estatinas e o desenvolvimento e/ou progressao de doencas
neuromusculares severas, principalmente Miastenia Gravis, doenga autoimune
que afeta diretamente as JNMs através da destruicdo dos nAChRs ou pela
atuacdo de anticorpos contra a proteina Musk (Muscle-specific kinase —
quinase musculo-especifica) (Paz & Barrantes, 2021). Gras-Champel et al.
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demonstraram em um estudo de andlise de caso-nao-caso, que sao utilizados
para avaliar a seguranca de medicamentos por meio da analise da
desproporcionalidade das notificacbes de reacOes adversas a medicamentos
em bancos de dados de farmacovigilancia, um possivel sinal de seguranca de
associacdo da Miastenia Gravis e estatinas, principalmente decorrente do

tratamento com sinvastatinas e rosuvastatinas.

Também é digno de destaque que com o amplo uso global desta classe
de farmacos a exposicdo da populacdo € cada vez maior (Gu et al.,, 2014;
Newman et al., 2019), de maneira que efeitos relacionados a reproducao
humana também vém sendo avaliados. Aqui, ressaltamos particularmente as
mulheres em processo gestacional, em que fatores como o aumento da
prevaléncia de hipercolesterolemia em jovens; a tendéncia de gestacfes mais
tardias entre os casais; e a frequéncia elevada de gestacdes indesejadas,

tendem a aumentar o risco da exposi¢ao gestacional as estatinas.

A gestacdo é um fenémeno ja reconhecido como um periodo critico para
a saude cardiovascular tanto da mulher quanto de sua prole, de maneira que &
descrita pela Associagdo Americana do Coragcdo como um “teste de estresse”
fisioldgico que revela riscos subjacentes das mées as DCs (Brown et al., 2018).
Durante a gravidez, diversas alteracbes morfologicas e metabdlicas acontecem
na mae, entre as quais ocorre um aumento progressivo dos niveis de colesterol
materno, tornando-se 40-50% maior do que o valor inicial ao final da gestacao
(Herrera et al., 2002; Avis et al., 2009; Brizzi et al., 1999). Ainda, as maes
podem estar suscetiveis ao desenvolvimento fisiolégico de quadros de
hipercolesterolemia materna, que podem se prolongar mesmo apés o parto. A
salude cardiovascular gestacional também ja foi significativamente associada a
riscos de resultados adversos na gravidez, e a hipercolesterolemia gestacional
é associada ao desenvolvimento de quadros de pré-eclampsia (Cantin et al.,
2021; Perak et al.,, 2021). Dessa maneira, as DCs constituem um desafio
particular durante a gravidez devido as mudancas fisiologicas e as altas
necessidades do feto, e as preocupagdes com a seguranca fetal ainda limitam
as opcoes de tratamento (Cantin et al., 2021).

Embora o uso de estatinas ndo seja recomendado para mulheres

gravidas, sua seguranca/efetividade durante a gravidez ainda ndo foi
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determinada (Zarek et al., 2013). O uso de estatina ndo deve ser prescrito para
uma mulher que esta gravida ou tentando engravidar, mas metade de todas as
gravidezes ndo sdo planejadas e a exposicdo a estatina durante o inicio a
gravidez ndo € mais um evento raro (Newman et al., 2019).

Com o uso global generalizado de estatinas, a exposi¢cdo da populagao
tem aumentando (Gu et al.,, 2014; Newman et al.,, 2019), e os efeitos
relacionados a reproducdo humana também precisam ser investigados.
Principalmente mulheres no processo gestacional, em que fatores como o
aumento da prevaléncia de hipercolesterolemia em jovens; a tendéncia de
gravidez tardia entre os casais; e a alta frequéncia de gestacdes indesejadas
tende a aumentar o risco de exposi¢cao gestacional as estatinas (Karalis et al.,
2016).

Embora o uso de estatinas ndo seja recomendado para mulheres
gravidas, sua seguranca/efetividade durante a gravidez ainda ndo foi
determinada (Vahedian-Azimi et al., 2021). Estudos em animais mostraram que
as estatinas podem prevenir complicacbes na gravidez, como abortos
espontaneos e pré-eclampsia (Girardi, 2014). Essas indicagdes podem apoiar 0
uso do medicamento durante a gravidez para complicacbes obstétricas,

portanto, uma investigacdo mais aprofundada de sua seguranca € necessaria.

Objetivo Geral: Investigar os efeitos pés-parto nas estruturas (tecidos) de
interacdo neuromuscular de ratas Wistar tratadas com estatinas durante a

gestacao.

Objetivos Especificos:

 Analise morfolégica e morfométrica das JNMs;

* Analise morfolégica e morfométrica das fibras musculares (HE);
* Analise morfolégica e morfométrica do nervo isquiatico;

* Analise e quantificagdo do colageno intramuscular (Masson);

» Quantificacéo proteica da Enzima Creatina-kinase e do colesterol sérico total;
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* Quantificagdo proteica dos nAChRs (alphal, epsilon, gamma) e proteina
MUSK e Rapsyn;

2. Materiais e métodos

Animais e desenho experimental

Ratos Wistar adultos (100 dias de vida) machos e fémeas foram
acasalados durante o periodo escuro do ciclo, colocando duas fémeas na
gaiola do macho. O primeiro dia gestacional (DG) foi determinado pela
presenca de espermatozoéides em esfregacos vaginais de fémeas em cio, que

posteriormente foram mantidas em gaiolas individuais.

A partir do oitavo DG, 21 fémeas prenhes foram distribuidas
aleatoriamente em trés grupos experimentais (n = 7/grupo): Controle (C),
tratado com dimetilsulfoxido (DMSO) 20% e agua destilada como veiculo;
Sinvastatina (S), tratada na dose de 62,5 mg/kg/dia, diluida em veiculo; e
Rosuvastatina (R), tratada com essa droga na dose de 10 mg/kg/dia, diluida no
veiculo. Os tratamentos foram realizados diariamente do GD 8 ao 20, por via
oral (gavagem) (Figura 1). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Unesp (CEUA/IBB/Unesp, protocolo 1115110620).
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Pregnant Wistar 8th GD 20th GD Sample collection:

EUTHANASIAOF | = Blood

TREATMENT (gavage
Rats : (gavage) ! THE MOTHERS | & Soleus muscle
1stGD ! 15t PPD 215tPPD | S sciatic nerve
' | Control (C):DMSO208%+dH20 | |
1 1
] : | |
! b I
: : 1 1
! Simvastatin (): 62.5 mg/kg/day 1 ' :
1

7 L :
1 L |
J L 1
: L |
i Rosuvastatin (R): 10 mg/g/day | : !
(n=21) (n=7/group) ! : 1 |

Gestational period Post-partum period
I I
I [}
] I

Offspring Birth Weaning

Figura 1: Representacdo grafica do desenho experimental utilizado neste estudo. Dia
Gestacional (GD) e Dia P6s-Parto (PPD).

O tipo de estatina e as doses de sinvastatina e rosuvastatina propostas
neste estudo foram escolhidos com base na literatura e em estudos clinicos
observacionais, nos quais foi observada alta incidéncia de SAMS (Bruckert et
al., 2005; Waters et al., 2005; Newman et al., 2019). O periodo de exposicéo as
estatinas proposto refere-se a um curto periodo (1-3 semanas) em que 0
desenvolvimento de SAMS foi observado clinicamente com alta incidéncia
(Bruckert et al., 2005).

Processamento de material biol6égico

Apos o desmame (21° dia pés-natal), as ratas puérperas foram
eutanasiadas por indugcdo a inconsciéncia com CO2 seguida de decapitacao,
para coleta de sangue, musculo soleo e nervo ciatico (Figura 1). O sangue foi
centrifugado e o soro mantido congelado em biofreezer (-80°C). Os musculos
séleo direito foram congelados em nitrogénio liquido, enquanto os musculos
s6leo esquerdo foram reduzidos ao terco médio e suas extremidades fixadas
em formalina tamponada (10%), enquanto as partes centrais € 0S nhervos

ciaticos foram fixados em fixador de Karnovsky (2,5% glutaraldeido e 4%
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paraformaldeido, em solucdo salina tamponada com fosfato — PBS, 0,2M, pH

7,3). As analises foram realizadas conforme descrito abaixo.

Analise morfologica e morfométrica de juncdes neuromusculares e fibras

musculares

Os musculos foram divididos em regido média (contendo o ponto motor)
e extremidades proximal e distal. A regido do meio foi cortada
longitudinalmente em trés ou quatro pedacgos. As fatias foram preparadas para
estudo de JNMs usando reacdes de esterase ndo especificas (Lehrer &
Ornstein, 1959). As imagens de 50 JNMs foram medidas através do software
ImageJ (v1.53) (Schneider et al., 2012) e o0s seguintes parametros foram
analisados: area, diametro minimo e maximo, didmetro de Feret, Feret minimo,

angulacédo e angulo de Feret.

As extremidades do musculo séleo foram fixadas em formol tamponado
a 10% por 24h, lavadas em agua por 48h, incluidas em Paraplast® (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) seccionadas em micrétomo (4 uym) e duas

laminas foram preparados para cada animal em cada grupo experimental.

Um deles foi submetido a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) e
aproximadamente 400 fibras musculares foram selecionadas e medidas a partir
de 5 campos aleatérios para analise quantitativa. Com o ImageJ, foram
analisados area, diametro minimo e maximo, didmetro de Feret, Feret minimo,
angulacdo e angulo de Feret das fibras musculares e contado o numero total

de nucleos centrais.

A segunda lamina foi submetida a coloragéo do Tricromico de Masson,
onde o tecido conjuntivo foi corado em verde e as fibras musculares em
vermelho. A quantificacdo do tecido conjuntivo foi realizada em todo o corte por
meio da area e percentual obtidos pelo ImageJ, no qual as areas em verde
foram detectadas automaticamente, por meio da ferramenta Threshold do

software.
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Andélise da expressédo de proteinas das jun¢cdes neuromusculares

Amostras do mausculo soéleo direito apdés o congelamento foram
homogeneizadas em RIPA e inibidores de protease (30mg de tecido/ 100pul de
tampdao de extracdo). Extratos de tecido foram obtidos por centrifugacdo por 20
min a 14.000 rpm a 4°C. O teor de proteina foi determinado pelo método de
Bradford e o equivalente a 30 microgramas de proteina foi aplicado ao gel de
poliacrilamida. Apdés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose, que posteriormente foram incubadas com os
anticorpos primérios: dos nAChRs alphal (1:2000, Santa Cruz, sc136130),
gama (1:1000, Santa Cruz, sc13998) e epsilon (1:2000, Santa Cruz, sc376747);
e das proteinas associadas a formacédo de clusters de nAChRs: MuSK (1:1000,
Bioss, bs6473R) e Rapsyn (1:1000, Santa Cruz, sc58585). Apds a lavagem, as
membranas foram incubadas por 1h em anticorpo secundéario HRP e reveladas
com substrato quimioluminescente para Western blotting (Amesham ECL,
Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA). A andlise de densitometria de banda
semiquantitativa foi realizada usando o software ImageJ. Os dados foram
normalizados usando os valores GAPDH (1:10000, Cell Signaling, 14C10).

Ensaio da enzima creatina quinase e do colesterol sérico

O ensaio da enzima creatina quinase (CK) foi realizado com um kit
comercialmente disponivel (CK Kinetic, Bioclin, Quibasa, Minas Gerais, Brasil)
e um espectrofotdmetro Thermo Electron Corporation Genesys 20 (Krackler
Scientific, Albany, Nova York, EUA) de acordo com a instru¢des do fabricante.
A quantificagao foi realizada em triplicata com 4 uL de soro para cada animal.
Os valores séo exibidos como unidades internacionais U/L. Para a analise do
colesterol total foram utilizados 4 uL de soro de cada animal para a realizagao

do Método Colorimétrico Enzimatico.

Anélise morfoloégica e morfométrica do nervo isquiatico
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Os nervos foram processados em historesina, seccionados
transversalmente em ultramicrétomo (2 um, Leica RM2265) e corados com azul
de toluidina. As laminas foram fotografadas (400x, microscopio Olympus Bx41)
e as imagens foram obtidas em 5 campos aleatorios. A andlise morfométrica
consistiu na contagem do namero de fibras nervosas integras e na mensuracao
da area e perimetro total do maior fasciculo nervoso. Todas as medidas foram

realizadas usando o software ImageJ.

Andalise estatistica

Os dados relativos aos MNJs, ensaio de CK, nervo e fibra muscular
foram analisados pelo teste One-Way ANOVA, seguido de um pdés-teste de
comparacdes mdultiplas de Tukey, com excecdo da quantificacdo do tecido
conjuntivo, do nimero de nucleos centrais e de axénios, o célculo do peso
relativo, que foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de pos-
teste de comparacbes multiplas de Dunn. Os valores obtidos pelo teste
ANOVAM foram expressos como média + SEM e os valores obtidos pelo teste
Kruskal-Wallis foram expressos como mediana (minimo; intervalos maximos).
Todos os resultados foram considerados usando o nivel de significancia de 5%
(p=0,05).

3. Resultados

As estatinas aumentaram o tamanho das juncdes neuromusculares

Com relacdo a morfologia das JNMs, observou-se que, no grupo C (Fig.
2-A), a distribuicdo das juncdes estava restrita ao terco médio das fibras
musculares, e estas apresentavam uma estrutura compacta, enquanto nos
grupos S e R (Fig. 2- B e C) a distribuicdo foi ampla com as JNMs dispersas
além do terco médio. As JNMs do grupo C apresentaram formato regular,
circular e pretzel, enquanto os JNMs dos grupos S e R apresentaram maior
tamanho e perda da circularidade classica (Fig. 2- A, B e C: Detalhe).
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Figura 2: Fotomicrografias das jun¢des neuromusculares do musculo séleo (terco médio) dos
grupos Controle (A), Sinvastatina (B) e Rosuvastatina (C) sob microscopia de luz convencional
com aumento de 100x (barra de escala 200 um) ou em detalhe, sob Ampliacdo de 400x (barra

de escala 20 um).
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Com relacdo a anélise morfométrica das JNMs, observou-se aumento na
area (Fig. 3- B), nos diametros maximo e minimo (Fig. 3- D e E), diametro Feret
(Fig. 3- H) e no Feret minimo (Fig. 3- I) nos grupos S e R, quando comparados
ao grupo C, ndo havendo diferenca entre os grupos tratados com estatinas.
Com relagdo ao perimetro da JNM, angulo e angulo de Feret, ndo houve
diferenca entre os grupos (Fig. 3- C, F e G).
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Figura 3: Representacdo da medida das juncdes neuromusculares (JNM) (A) e graficos de
analise de area (B), perimetro (C), diametro maximo e minimo (D e E), angulo (F), angulo de
Feret (G), diametro Feret (H) e Feret minimo (I) de JNMs de todos os grupos experimentais. Os
valores sdo expressos como média e erro padrao da média (SEM), e foram avaliados pelo
teste de analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. Barra vermelha: medi¢cdo do diametro maximo. Barra verde: medi¢cdo do diametro

minimo.
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As estatinas ndo promoveram altera¢cdes na expressao de proteinas

N&do houve diferenca entre 0s grupos experimentais quanto a
quantificacdo de proteinas: dos nAChRs epsilon (Fig. 4- A), alphal (Fig. 4- B) e
gamma (Fig. 4- C) ou das proteinas associadas a formacédo de clusters de
AChRs: Musk (Fig. 4- D) e Rapsyn (Fig. 4- E). Todos os dados foram
normalizados pelos valores de GAPDH expressos nas mesmas membranas da
proteina analisada (Fig. 4-F).

_ Epsilon _ Alpha 1 _ Gamma

O 15+ T 1.5- D 15—

S 1.5 S 1.5 S 1.5

o K- °

(= (= [

@ 1.0 © 104 @ 1.0

o ) o

S S L

(o o (=%

O 0.5 @ 0.59 @ 0.5

2 2 2

=) ) =

8 8 s

[} @ [}
0.0—TF—7T—7— 0.0-——1—1— 0.0-—F—7——

o« G S R o o S R B C S R

D Musk E Rapsyn F

D 1.5+ D 2.0+
> >
2 2 GAPDH
= £ 1.5 Alpha 1
@ 1.0 [
- -
2 { % 2 1.0 Gamma
o o
@ 0.5 [ Epsilon
= 2 0.5
E E Musk
[ [+

0. 0-——F—"-7T—""71 0. 0-4—F—"-T7"—""71 Rapsyn
o C S R e Cc S R

Figura 4: Gréficos de andlise de quantificacao de proteinas de alphal (A), epsilon (B), gamma
(C), nAChRs, Musk (D), Rapsyn (E) e marcacdo de proteinas em membranas (F). Os valores
sdo expressos como média e erro padrdo da média (SEM), e foram avaliados pelo teste de
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. C: Grupo controle. S: Grupo

Sinvastatina. R: Grupo Rosuvastatina.

As estatinas aumentaram o nimero de nulcleos centrais nas miofibras

A analise morfolégica realizada apos H.E. A coloracdo de Masson e o

uso da microscopia 6ptica mostraram, em todos 0s grupos, fibras musculares
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com caracteristicas compativeis com a normalidade, com formato poligonal e

preservacao do endomisio e perimisio (Fig. 5-A-C").

HEMATOXYLIN AND EOSIN (HE) MASSON‘S TRICHOMIC

Z——-r>rPpH00P<Z-0 roa-<4zZ00

Z—-r>-H0Pp<COLORA

Figura 5: Fotomicrografias de cortes transversais do musculo s6leo corados com hematoxilina
e eosina (A-C) e Tricrobmico de Masson (A'-C') de cada grupo sob microscopia de luz
convencional em aumento de 400x (barra de escala 20 um). As setas pretas apontam para

ndcleos centrais.

Com relacéo a analise morfométrica das fibras musculares, observou-se
aumento na contagem de fibras com ndcleos centrais, em que 0s grupos S e R
foram estatisticamente diferentes do grupo C (Fig. 6-1), e iguais entre si. Quanto
a area (Fig. 6- B), diametro maximo e minimo (Fig. 6- C e D), didametro Feret e
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Feret minimo (Fig. 6- E e F), angulagéo e angulacéo Feret (Fig. 6- G e H), ndo
foram observadas diferencas entre 0s grupos experimentais.

A analise quantitativa do colageno realizada pela coloracdo de Masson
ndo mostrou diferenca estatistica entre todos 0s grupos experimentais para a
area relativa (porcentagem) de colageno intramuscular (Fig. 6-K).

Em relacdo ao peso relativo do musculo séleo, que € o peso do musculo
s6leo/peso corporal *100, ndo houve diferengas entre 0s grupos experimentais
(Fig. 6-L).
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Figura 6: Representagdo da medicao de H.E. fibora muscular corada (A) e graficos de analise
de éarea (B), diametro maximo e minimo (C e D), diametro de Feret e Feret minimo (E e F),
angulo e angulo de Feret (G e H), nimero de nucleos () das fibras musculares. Representacéo
da deteccao automatizada de colageno intramuscular (vermelho) (J), area relativa de tecido
conjuntivo (K) e peso relativo (L). B-H: Os valores sdo expressos como média e erro padréo da
média (SEM), e foram avaliados pelo teste de andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste
de Tukey. I, K e L: Valores expressos em mediana (minimo; amplitude maxima), e foram
avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de pés-teste de comparacfes mudltiplas de
Dunn. Os asteriscos indicam variacdo estatisticamente significativa (*p<0,05; **p<0,001). C:
Grupo controle. S: Grupo Sinvastatina. R: Grupo Rosuvastatina.

As estatinas néo alteraram a quantificacdo sérica de CK ou colesterol

Ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais quanto a
quantificacdo sérica da enzima CK (Fig. 7-A). Para a analise do colesterol total,

todos os grupos experimentais foram semelhantes entre si (Fig. 7-B).
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Figura 7: Gréficos de analise do ensaio da enzima creatina quinase sérica (A) e colesterol total
sérico (B) de cada grupo. Os valores sdo expressos como média e erro padrdo médio (SEM) e
foram avaliados pelo teste de analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. C:

Grupo controle. S: Grupo Sinvastatina. R: Grupo Rosuvastatina.

As estatinas nao alteraram a histologia do nervo
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Através da analise histolégica dos nervos ciaticos, fibras nervosas foram
observadas em forma e aspectos regulares em todos 0s grupos experimentais
com axbnios e bainhas de mielina integros (Fig. 8- A-C). Na analise
guantitativa, ndo foram observadas diferengas entre 0s grupos experimentais
guanto ao numero total de axénios (Fig. 8- D), area (Fig. 8- E) e perimetro (Fig.
8- F) do fasciculo nervoso e a densidade axonal — o namero de axoénios
dividido pela area do nervo — (Fig. 8-G).
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Figura 8: Fotomicrografias de cortes transversais do nervo ciatico corados com Azul de

Toluidina dos grupos Controle (A), Sinvastatina (B) e Rosuvastatina (C), sob microscopia de luz
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convencional com aumento de 400x (barra de escala 20um). Gréaficos de analise da area do
nervo (D), perimetro do nervo (E), numero de axéfnios (F) e densidade axonal de todos os
grupos experimentais. D: Os valores sdo expressos como mediana (minimo; intervalos
maximos), e foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de poés-teste de
comparacdes multiplas de Dunn. E-G: Os valores séo expressos como média e erro padrdo da
média (SEM), e foram avaliados pelo teste de andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste

de Tukey.

4. Discussao e Conclusao

O colesterol € um dos componentes da membrana plasmética e
desempenha um papel importante na manutencdo da integridade estrutural da
membrana plasmatica e na transmissédo do sinal transmembrana. A bainha de
mielina rica em colesterol funciona como isolante para aumentar a velocidade

de conducéo nervosa (Vance, 2012).

Durante a gravidez, ha um aumento progressivo dos niveis de colesterol
materno, um lipidio essencial para o crescimento e desenvolvimento fetal. O
estudo dos niveis de colesterol materno tornou-se recentemente importante,

pois pode contribuir para o processo aterogénico e DCs (Cantin et al, 2020).

As estatinas sao terapia de primeira linha para reduzir o colesterol, mas
Seu uso na gestacdo é contraindicado devido aos potenciais efeitos adversos.
As diretrizes atuais recomendam que todas as mulheres em idade fértil em
terapia hipolipemiante recebam aconselhamento pré-gravidez, bem como

aconselhamento sobre contracepc¢éo (Pang et al, 2020).

Neste trabalho, investigamos as alteracdes nos tecidos neuromusculares
desenvolvidas pelo tratamento gestacional com estatinas e seus desfechos em
ratas Wistar pos-parto. Embora ndo tenhamos encontrado diferencas na
expressdo de proteinas, chama a atencdo o0 alargamento e perda de
circularidade na morfologia dos JNMs dos grupos tratados com estatinas, além

do aumento de fibras com nucleos centrais encontrados nos mesmos grupos.

Existem poucas técnicas nao invasivas para diagnosticar com precisao
SAMS (Taylor et al., 2018; Attardo et al., 2022). O biomarcador mais utilizado é



Pagina |26

a enzima CK, comumente empregada como marcador de dano muscular
(Goldstein, 2017). Nossos resultados mostraram que ndo houve diferencas
entre 0s grupos quanto aos valores de CK. Embora possa aparecer a qualquer
momento durante o tratamento com estatinas, h4 uma tendéncia de elevacdo
da CK entre os primeiros a 6 meses ap0s o inicio do tratamento (Cham et al.,
2010). No entanto, devido a dificuldade de avaliacdo do SAMS, existe um
consenso clinico de que o SAMS pode ocorrer mesmo na auséncia de

elevacao dessa proteina (Gras-Champel et al., 2019).

Exames de ressonancia magnética de membros inferiores de pacientes
acometidos por miopatia, incluindo anticorpos anti-HMG-CoA, cuja presenca
sugere SAMS, revelaram edema muscular generalizado da musculatura
acometida, infiltracdo gordurosa por inflamacéo e necrose das fibras (Crisan et
al.,, 2020; Pinal-Fernandez et al., 2017). Em modelos experimentais, a
diminuicdo do peso muscular e da area das fibras musculares podem atuar
como possiveis indicadores de degeneracdo muscular (Muller et al., 2007),
enquanto a infiltracdo e proliferacdo de tecido conjuntivo intramuscular pode
levar a diminuicdo da capacidade de contracdo muscular sendo indicadores de
fraqueza muscular (Savolainen et al., 1988).

Em nossa andlise do tecido muscular, ndo foram encontradas diferencas
entre os grupos experimentais em relagdo ao peso muscular, peso relativo,
morfologia das fibras musculares e morfometria incluindo area relativa de
tecido conjuntivo. Alteracbes desses parametros sdo esperadas em lesbes
mais graves, como casos de desnervacéao (Leite et al., 2019), e menos comuns
em tratamentos medicamentosos, principalmente em periodos mais curtos de

uso.

No entanto, encontramos diferencas estatisticas na contagem de
ndcleos centrais, onde houve aumento do nimero, nos grupos S e R quando
comparados ao grupo C. Regularmente, os mionacleos ocupam a periferia das
miofibrilas, enquanto em condi¢cbes patoldgicas a presenca de nucleos mais
centrais é observada (Folker & Baylies, 2013). Nucleos centrais geralmente
aparecem nas fibras musculares esqueléticas apés danos induzidos por uma

variedade de les@es, incluindo exposicdo a drogas miotdxicas (Pissulin et al.,
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2017). Assim, o posicionamento nuclear também é comumente usado como um
marcador morfolégico de alteracdo (Folker & Baylies, 2013). O aumento do
namero de mionucleos centrais nos grupos S e R pode estar relacionado ao
desenvolvimento, em estagio inicial, de uma miopatia, ou mesmo aos sintomas
leves observados na SAMS, como céibras e dores musculares (Folker &
Baylies, 2013).

Os mionucleos desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento e manutencdo dos JNMs, estando no rearranjo do
citoesqueleto e na formacéo de aglomerados de nAChRs (Englander & Rubin,
1987). Os genes que codificam varias proteinas sinapticas, incluindo nAChRs,
AChE e Musk, sdo expressos por mionucleos especificos, que se agregam
proximo ao local sinaptico (Jevsek & Burden, 2006). Essas proteinas séo
encontradas no sarcolema das fibras musculares e sé&o produzidas no nucleo
sinaptico dos JNMs (Rodriguez et al., 2020), com papel essencial na formacao
dos agrupamentos de nAChRs e no desenvolvimento da zona ativa presente

na membrana pré-sinaptica (Paz & Barrantes, 2021).

As jungdes saudaveis apresentam uma forma comum de “pretzel’
(Sanes & Lichtman, 2001), desvios dessa circularidade, como observado nos
grupos S e R, sao sugestivos de remodelagéo, que pode nao estar diretamente
associada a centralizacdo dos mionucleos, mas sim a alteracdes na
manutencdo de nAChRs ou outras proteinas estruturais. E importante ressaltar
gue a técnica utilizada neste trabalho para evidenciar os JNMs foi a “esterase
inespecifica” (Lehrer & Ornstein, 1959). Essa técnica baseia-se na marcacao
de sitios de esterase positivos, que contém ACh, levando a evidenciacdo de
regides pré e pos-sinapticas e também da fenda sinaptica, permitindo a

visualizacao de toda a morfologia da JNM.

Portanto, técnicas “especificas” de marcagdo de nAChRs, como a a-
bungarotoxina (Nirthanan, 2020), teriam possibilitado uma melhor visualizagéo
e compreensdo do possivel remodelamento desses receptores. Além disso, o
aumento dos JNMs pode estar relacionado a outras proteinas do composto
celular, além dos nAChRs (Rodriguez et al., 2020; Zelada et al., 2021).
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Outro ponto a considerar é que nossas ratas prenhes foram tratadas do
8° ao 20° dia de gestacao. A coleta do material biolégico ocorreu no 21° dia
apos a gestacao, coincidindo com o desmame. Ja se sabe que o JNMs é uma
estrutura altamente plastica (Zelada et al., 2021; Tintignac et al., 2015) e que
se remodela rapidamente diante de diferentes estimulos. E possivel que tenha
ocorrido um retorno molecular das proteinas envolvidas com os JNMs, sem
tempo suficiente para o retorno morfolégico dos JNMs. Outro estudo publicado
por nosso grupo de pesquisa observou ocorréncia semelhante diante da
denervacao (Pinto et al., 2021).

Nossa analise de colesterol total mostrou resultados semelhantes entre
0S grupos, o que destaca que nossos resultados de JNMs estdo relacionados
ao tratamento com estatinas e ndo a uma diminuicdo do colesterol sérico, de

forma toxica.

As alteracdes na associacdo dos complexos proteicos NnAChRs e JNMs
tém uma associacdo direta com a lamina basal e os componentes do
citoesqueleto do musculo estriado esquelético alvo (Sanes & Lichtman, 2001).
Proteinas extracelulares, como lamininas, que podem estimular o agrupamento
de nAChRs (Montanaro et al., 1998) e Nidogen-2, que conecta redes de
laminina e colageno ao citoesqueleto (Fox et al., 2008) também sao essenciais
para a modelagem classica do JNMs (Rodriguez et al., 2020). Essas proteinas
ja foram comprovadamente alteradas pela terapia com estatinas (Baker, 2005;
Gauthaman et al., 2009; Wei et al, 2022) em estudos moleculares e in vitro, e
levantamos a hipétese de que isso também poderia influenciar a morfologia do
JNMs.

Os nAChRs estando no topo das dobras juncionais do sarcolema séo
fundamentais para a excitagdo da membrana. Jangadas lipidicas e colesterol
também desempenham um papel fundamental para sua aglomeracdo e
estabilizacdo (Paz & Barrantes, 2021). Os componentes extracelulares do
aparelho pos-sinaptico e as proteinas periféricas da membrana, como Rapsyn,
Musk e os nAChRs, séo enriquecidos em microdominios lipidicos preparados a
partir de miotubos selvagens nos quais o colesterol € fundamental para a
funcionalidade do JNMs (Willman et al., 2006; Tintignac et al., 2015).
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Como efeito pleiotropico das estatinas, os intermediérios isoprendides
também séao diretamente afetados pelo uso das estatinas, pois inibem a sintese
do acido L-mevaldnico (Liao, 2002). Eles servem como anexos lipidicos para
uma variedade de moléculas de sinalizacdo intracelular e ja estdo associados a

miotoxicidade induzida por estatinas (Baker, 2005; Sakamoto & Kimura, 2013).

Como a prética clinica adota diferentes dosagens e periodos de
tratamento com estatinas, outros periodos experimentais também precisam ser
explorados, dada a grande variacdo desses aspectos nos diagnosticos de
SAMS. Outros estudos ja demonstraram efeitos adversos das estatinas no
musculo liso, onde as exposicdes a essa droga foram relacionadas a
alteracdes nos padrbes uterinos basais e de contracdo induzida em ratas
gravidas e nao gravidas (de Barros et al., 2022). A resposta do tratamento em
outros musculos estriados, com fibras glicoliticas e/ou intermediarias, em
oposicao ao musculo séleo (fibras oxidativas), deve ser investigada, pois o
SAMS afeta uma ampla gama de musculos esqueléticos, desde os membros

posteriores até os membros superiores (Taylor et al., 2018).

Além disso, diante dos nossos resultados, chama-se a atencédo também
para as pacientes regulares, ndo gravidas, que fazem tratamento com
estatinas. A patogénese da SAMS em um aparelho neuromuscular nao
gravidico ainda ndo é profundamente investigada e mais estudos sado

necessarios para esclarecer o desenvolvimento e as consequéncias da SAMS.

Outro ponto relevante é a andlise da HMG-CoA redutase (HMGCR), que
€ 0 alvo das estatinas e do LDL-colesterol, consideradas limitacbes deste
estudo. Essas andlises devem ser exploradas em estudos futuros, além de
periodos prolongados de tratamento, testes funcionais e outras expressdes de
proteinas relevantes, para contribuir para o melhor entendimento da

fisiopatologia da SAMS.

Neste estudo, demonstramos que a exposi¢do gestacional as estatinas
induziu alteracbes na morfologia dos JNMs pdés-parto no musculo soéleo,
independentemente do nivel de colesterol sérico. Essas alteragcbes podem
indicar uma possivel relacdo com o desenvolvimento e progressdo da SAMS

observada na pratica clinica.
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