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RESUMO

Borges IBP. Impacto de atorvastatina nos tecidos musculares de pacientes com
dermatomiosite e sindrome antissintetase [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

Introducéo: Estudos recentes tém mostrado que o uso de estatinas é seguro do
ponto de vista clinico e laboratorial em pacientes com dislipidemia e com miopatias
autoimunes sistémicas (por exemplo: dermatomiosite - DM, e sindrome
antissintetase - SAS). Entretanto, ndo sabemos o eventual impacto das estatinas
nos tecidos musculares desses pacientes, assim como da expressdo de genes
envolvidos nas vias mitocondrial, oxidativa, insulinica, lipidica e de fibrogénese
nesses tecidos musculares, o que nos motivou a realizar o presente estudo.
Métodos: Trata-se do complemento de um estudo prospectivo, randomizado,
duplo-cego e placebo-controlado, no qual foram analisadas amostras de tecidos
musculares de pacientes com dislipidemia e com DM ou SAS: seis pacientes com
DM e cinco com SAS receberam atorvastatina (20mg/dia) e dois pacientes com DM
e trés com SAS receberam placebo (grupo controle) por um periodo de 12
semanas. A analise do transcriptoma (RNA-seq) foi realizada em amostras do
musculo vasto lateral, obtidas no inicio e ap6s 12 semanas de intervencao
medicamentosa de todos os pacientes. Os resultados foram analisados
considerando-se uma alteracdo de expressdo (aumento ou diminuicdo) apos
tratamento (atorvastatina ou placebo) comparada com controle pré-intervencgéo
entre 0,4 e -0,4 (na escala logz) e com valor de P<0,05. Nas andlises histolégicas
e histoquimicas foram realizados cortes transversais de tecidos musculares
congelados e utilizadas coloracfes especificas para avaliacdo de caracteristicas
morfoldgicas e funcionais das fibras musculares, presenca de infiltrado inflamatorio,
fibrose intersticial e conteddos lipidicos. A analise de major histocompatibility
complex (MHC) | foi realizada por imuno-histoquimica. Resultados: A média de
idade dos pacientes foi de 46,1 e 47,5 anos em DM e SAS, respectivamente, sendo
a maioria do sexo feminino. Todos 0s pacientes estavam estaveis de acordo com
os escores de International Myositis Assessment & Clinical Studies Group (IMACS).

Em ambos os grupos (atorvastatina e placebo) ndo houve alteracdes significativas



de genes relacionados as vias analisadas. Do ponto de vista histolégico, foi
observada leve variabilidade do tamanho das fibras que foi preservada apos a
intervencao. Além disso, houve a preservacdo do mosaico das fibras musculares
dos tipos | e I, da arquitetura interna das fibras e das regiées endomisial, perimisial
e perivascular. Nao foram observadas necrose ou atrofia das fibras, falhas focais
ou acumulo subsarcolemais, lipidico, areas de fibrose, alteracbes de atividades
mitocondriais. Todas as fibras musculares apresentavam marcacéo para MHC 1.
Conclusdes: A atorvastatina ndo promoveu alteracbes da expressdo de genes
relacionados as vias mitocondriais, oxidativas, insulinica, lipidica e de fibrogénese
de tecidos musculares de pacientes com DM e SAS. Além disso, 0 uso de
atorvastatina ndo promoveu alteracdes histolégicas e histoquimicas dos tecidos

musculares.

Palavras-chave: Dermatomiosite. Estatinas. Genes. Miosites. Sindrome

antissintetase. Analise da expressao génica de célula Unica.



ABSTRACT

Borges IBP. Impact of atorvastatin in muscle tissues of patients with
dermatomyositis and antisynthetase syndrome [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

Introduction: Recent studies have shown that statins are safe from clinical and
laboratory points of view in patients with dyslipidemia and systemic autoimmune
myopathies (e.g., such as dermatomyositis - DM, and antisynthetase syndrome -
ASS). However, we do not know the possible impact of statins on the muscle tissues
of these patients, and the gene expression of mitochondrial, oxidative, insulin, lipid,
and fibrogenic pathways in these muscle tissues, which motivated us to conduct the
present study. Methods: This is the complement of a prospective, randomized,
double-blind, placebo-controlled study, in which muscle tissue samples from
patients with dyslipidemia and patients with DM or ASS were analyzed: six patients
with DM and five with ASS received atorvastatin (20 mg/day) and two patients with
DM and three with ASS received placebo (control group) for a period of 12 weeks.
Transcriptome analysis (RNA-seq) was performed on vastus lateralis muscle
samples obtained at baseline and after 12 weeks of drug intervention in all patients.
The results were analyzed considering an expression change (over- or under-
expressed) after treatment (atorvastatin or placebo) compared with pre-intervention
control between 0.4 and -0.4 (on the log2 scale) and with a P value < 0.05. In the
histological and histochemical analyses, cross-sections of frozen muscle tissues
were performed, and specific stains were used to evaluate the morphological and
functional characteristics of muscle fibers, presence of inflammatory infiltrates,
interstitial fibrosis, and lipid content. The major histocompatibility complex (MHC) |
analysis was performed using immunohistochemistry. Results: The mean age of
the patients was 46.1 and 47.5 years, respectively, with the majority being female.
All patients were stable according to International Myositis Assessment and Clinical
Studies Group (IMACS) scores. In both groups (atorvastatin and placebo), there
were no significant changes in genes related to the mitochondrial, oxidative, insulin,
lipid, and fibrogenic pathways. From a histological point of view, there was a slight

variability in the fiber size that was preserved after the intervention. In addition, the



mosaic of muscle fibers of types | and Il was preserved in the internal architecture
of the fibers and endomysial, perimysial, and perivascular regions. No fiber necrosis
or atrophy, focal failures, subsarcolemmal accumulation, lipids, areas of fibrosis, or
alterations in mitochondrial activity were observed. All muscle fibers were labeled
for MHC I. Conclusions: Atorvastatin did not promote changes in the expression of
genes related to mitochondrial, oxidative, insulin, lipid, and fibrogenesis pathways
in muscle tissues of patients with DM and ASS. In addition, atorvastatin did not

promote histological and histochemical changes in muscle tissues.

Keywords: Dermatomyositis. Statins. Genes. Myositis. Antisynthetase syndrome.

Transcriptome analysis. Single-cell gene expression analysis..



1. INTRODUCAO



1.1 Miopatias autoimunes sistémicas

As miopatias autoimunes sistémicas (MAS) pertencem a um grupo
heterogéneo de doencas autoimunes sistémicas, crbnicas, associadas a alta
morbidade e a incapacidade funcional (1-3). Considerando-se as caracteristicas
demograficas, clinicas, laboratoriais, histopatoldgicas e evolutivas, as MAS podem
ser classificadas em dermatomiosite (DM), polimiosite (PM), sindrome
antissintetase (SAS), miosite por corpos de inclusdo, miopatia necrosante
imunomediada (MNIM), entre outras (2,4).

A incidéncia anual de MAS é de aproximadamente 0,5 a 8,4 casos por milhdo
de habitantes, com acometimento predominantemente em individuos do sexo
feminino (2 - 3 mulheres para 1 homem) e na faixa etaria de 45 a 55 anos (5,6).

Em relacdo a fisiopatogénese, ha envolvimento tanto da imunidade celular,
quanto da imunidade humoral nas MAS. Em DM, h& um papel relevante dos
linfécitos B, com a presenca de autoanticorpos, deposi¢cao de imunocomplexos em
juncao dermoepiderme das lesdes cutaneas, e a presenca destes linfocitos B em
musculos inflamados (7) e areas perivasculares (8,9). Adicionalmente, ha
evidéncias da ativacdo do sistema complemento, levando ao depdsito do complexo
de atague de membrana (C5b-9) nos capilares endomisiais, resultando na reducao
da densidade capilar, inflamacéo perivascular, isquemia muscular, necrose e atrofia
das fibras musculares esqueléticas (10-12). Além disto, na vigéncia de um processo
inflamatoério muscular persistente pode ocorrer um desbalanco do processo de
reparacao e de regeneracao tissular, levando, em dltima analise, a uma maior area
de fibrose do tecido conjuntivo muscular, comprometendo a funcionalidade
muscular (13). As causas ainda nédo sao bem definidas, mas acredita-se que sejam
multifatoriais, com envolvimento de fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais.
Nos ultimos anos, a via de interferon tipo 1 (IFN1) tem sido estudada como um dos
principais potenciais participantes da patogénese de pacientes com DM (14). A
hiperexpressao de genes induziveis por IFN1 foi demonstrada em tecido muscular
(14), em sangue periférico (15,16) e pele (17) destes pacientes. Além disso, o nivel
de expressao dos genes relacionados a via IFN1 se correlacionou com indicadores

de atividade de doenca em MAS (15-17).



Do ponto de vista clinico, a DM/PM é caracterizada pela presenca de fraqueza
muscular proximal progressiva e insidiosa dos membros, levando, em ultima
analise, a uma incapacidade funcional caracterizada por sedentarismo ou até
mesmo a restricdo ao leito. No caso de DM, h& ainda o envolvimento cutaneo,
sendo as classicas alteracdes denominadas de heliotropo e sinal/papulas de
Gottron. Além disto, a DM pode apresentar outras lesbes secundarias, como a
presenca de erupgdes cutaneas, sinal do “V” do decote, sinal do “xale”,
fotossensibilidade, calcinose, Ulceras, vasculites, hipertrofia das cuticulas, eritemas
periungueais, entre outras (18).

A SAS, por sua vez, é um subgrupo de pacientes com MAS que apresenta,
além do acometimento muscular, febre, fendmeno de Raynaud, ‘maos de
mecanico”, acometimento articular e pulmonar (19). Laboratorialmente, apresenta
autoanticorpos miosite especificos, denominados anti-aminoacil-tRNA sintetase.
(20-22).

Ha indicios que a SAS tenha inicio nos tecidos pulmonares ou musculares. As
células imunes ativadas juntamente com as células musculares que sofreram danos
ou que estdo em regeneracdo, podem liberar alguns tipos de anticorpos no meio
extracelular. Esse dano celular e a inflamacdo podem ativar as células
apresentadoras de antigeno, ocorrendo assim a incorporacdo e apresentacao de
peptideos aminoacil-tRNA sintetase com MHC IlI, ativando um subconjunto de
células T CD4+ especificas para aminoacil-tRNA sintetase. Quando ocorre esse
processo, as células T podem auxiliar as células B especificas a proliferar e produzir
autoanticorpos aminoacil-tRNA sintetase. Isso faz com que a formacédo
subsequente de complexos imunolégicos antigeno-anticorpo ative mais ainda o
sistema imunoldgico, aumentando as condi¢des inflamatdrias cronicas (23,24).

Histologicamente, ha estudos que mostram que pacientes com SAS e anti-Jo-
1 positivo, apresentam infiltrados celulares, principalmente na regido endomisial,
com predominio de macréfagos. Ha presenca de necrose difusa e expressao de
MHC I. Marcacao de células CD68+ e discreta presenca de CD4+ e CD8+ (25).

Os critérios classificatérios para a definicho das MAS sdo de European
League Against Rheumatism / American College of Rheumatology (EULAR/ACR)

2017 (26) que tem como finalidade inicial avaliar a probabilidade de um paciente



apresentar uma MAS através de um sistema de pontuacdes. Posteriormente, os
pacientes sao subclassificados em subtipos de MAS (Figura 1).

Como uma das limitacdes, estes critérios ndo incluirem a SAS que, por sua
vez, pode ser definida segundo os critérios de Connors et al. (19): presenca de um
anti-aminoacil-tRNA sintetase e presenca de pelo menos de qualquer um dos seis
itens previamente mencionados. Entretanto, para aumentar a especificidade,
Behrens Pinto et al. (27) estabeleceram a definicdo de SAS como: presenca de
anti-aminoacil-tRNA sintetase, e pelo menos duas das trés manifestacfes
principais da doenca: envolvimento muscular, articular e/ou pulmonar. Além disto,
a presenca de pelo menos um dos seguintes itens: “maos de mecanico”, fendmeno

de Raynaud, febre de origem indeterminada.

Figura 1. Subdivisdo das miopatias autoimunes sistémicas

Pacientes preenchem os critérios classificatorios
para miopatias autoimunes (EULAR/ACR)

v

Primeiros sintomas
< 18 anos de idade

Nao I Sim
Heliétropo ou Heliétropo ou
Papulas de Gottron ou Papulas de Gottron ou
Sinal de Gottron Sinal de Gottron
Nao | Sim nao | sim
y \
Caracteristicas clinicas ou Fraqueza mm objetiva, simétrica, progressiva dos MMSS ou
Bidpsia muscular caracteristica Fraqueza mm objetiva, simétrica, progressiva dos MMII ou

Fraqueza mm flexores > extensores cervicais ou
Fraqueza mm das pernas: proximal > distal

Nao Sim Nao 1 Sim

v v V v \’ \’
PM / (MNIM) I MCI I I DM amiopdtica I I Miosite juvenil I I DM juvenil

DM: dermatomiosite; MCI: miosite por corpos de inclusdo: MMII: membros inferiores; MMSS: membros

superiores; MNIM: miopatia necrosante imunomediada; PM: polimiosite.

1.2 Sindrome metabdlica

Nosso grupo foi o primeiro na literatura a demonstrar uma alta prevaléncia de
sindrome metabolica (SM) em pacientes com MAS (28-31).

A SM é uma condi¢cado multifatorial caracterizada pela presenca de obesidade
central, dislipidemia, hipertensao arterial sistémica e intolerancia a glicose (32-34).
A presenca da SM esta associada ao aumento dos fatores de risco para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares, assim como de diabetes melito.



(35,36). As doencas cardiovasculares, por sua vez, sdo um importante problema
de saude publica, constituindo a causa mais importante de morbidade e mortalidade
na populacédo em geral (37). Além da alta prevaléncia de SM, esses pacientes ainda
apresentavam, em particular, nivel sérico elevado de colesterol total, LDL-colesterol
e triglicerideos, além de nivel sérico baixo de HDL-colesterol (28-31,38).
Corroborando com nossos achados, um estudo em pacientes com DM juvenil
(39) também mostrou uma alta prevaléncia de dislipidemia. Esse conjunto de
fatores, em particular a dislipidemia, em pacientes com MAS, juntamente com o0 uso
cronico de glicocorticoides, presenca de incapacidade funcional, tendéncia ao
sedentarismo ou até mesmo a restricdo ao leito em alguns casos, aumentam ainda

mais o risco cardiovascular e mortalidade nesta populacédo (28).

1.3 Hipolipemiantes e miopatias autoimunes sistémicas

Os hipolipemiantes sdo os medicamentos mais utilizados para o tratamento
de dislipidemia e também para a prevencao de doencas cardiovasculares (40).

Dentre os hipolipemiantes, h4 a classe das estatinas, que sdo inibidores da
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A redutase, fundamental na sintese
hepética de colesterol, resultando em um aumento da regulacéo dos receptores de
LDL, levando a uma diminui¢éo dos niveis de LDL colesterol no sangue. Todas as
estatinas compartilham uma estrutura similar que inibe a enzima (41). Entre os
eventos adversos do uso de hipolipemiantes, 0 mais comum é quadro de mialgia,
seguido de miosite, aumento de enzimas musculares e, menos comumente,
rabdomidlise (42). Estes eventos sdo autolimitados e o tratamento se baseia na
suspensao dos hipolipemiantes.

Embora extremamente raro, o0 uso destas medicacdes pode ainda
desencadear a instalacdo de DM/PM (43-54) ou de miopatia necrosante
imunomediada (55-57) em individuos sem histéria prévia de doengas autoimunes
sistémicas. Nestes casos, além da suspenséo dessas medicagdes, é necesséria a
introdugcéo de glicocorticoide e/ou de imunossupressores para o0 controle da
atividade da doenca. Nosso grupo realizou uma descricdo completa de nove
pacientes da nossa instituicdo que desenvolveram a DM/PM apds uma exposi¢ao

prévia a estatinas (54), contrastando com uma coletédnea de 32 casos descritos na



literatura. Diferentemente dos casos ja publicados, nossos pacientes, apesar de
manifestarem clinicamente de uma forma agressiva, apresentaram boa evolucao
clinica e laboratorial, com longo periodo de remisséao da doenca (54).

Embora ndo haja nenhuma evidéncia cientifica, na pratica clinica, evita-se o
uso de hipolipemiantes nos pacientes com MAS com receio de recidivas e/ou
reativacao da doenca. Diante disto, nosso grupo também foi pioneiro na avaliacao
retrospectiva de 30 pacientes consecutivos com MAS estaveis e dislipidemia, que
foram expostos ao uso de algum hipolipemiante (58). Todos 0s pacientes
apresentaram melhora significativa do perfil lipidico, sem recidiva ou ativacao da
doenca. Para corroborar esses dados, realizamos também um ensaio clinico,
prospectivo, randomizado, duplo cego, na qual os pacientes com MAS estaveis e
dislipidémicos foram submetidos a tratamento com atorvastatina calcica 20 mg/dia
ou placebo por 12 semanas. O uso da atorvastatina se mostrou seguro clinica e
laboratorialmente, sem recidivas da atividade das doencas. Apds 12 semanas de
seguimento, 0s grupos atorvastatina e placebo foram comparaveis quanto aos
parametros do status da doenca, medicamentos utilizados, perfil glicémico,
insulinico, Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA), assim
como os niveis de colesterol total e HDL-colesterol. Entretanto, houve uma reducao
significativa do nivel de LDL-colesterol [mediana: 95,5 (79,3 - 134,5) mg/dL vs.
135,0 (123,0 - 174,6) mg/dL, respectivamente, grupos atorvastatina e placebo; P =
0,011]. Adicionalmente, ndo houve nenhum relato de eventos adversos. Apesar
desses resultados promissores do ponto de vista clinica e laboratorial, ndo
sabemos o impacto da atorvastatina nas diferentes vias metabdlicas (por exemplo,
mitocondrial, oxidativa, lipidica, glicémica, e de fibrogénese - expressao génica) dos
tecidos musculares de pacientes com MAS.

Individuos sem MAS, em tratamento com estatinas, podem cursar com
sintomas musculares, tais como mialgias inespecificas, miosite, elevacdo de
enzimas musculares e, raramente, rabdomidlise (42,59). Os mecanismos
responsaveis por esses efeitos musculares ainda ndo sdo bem entendidos, mas
acredita-se que quando ocorre o bloqueio da via do colesterol, h4 uma diminuicao
dos niveis de colesterol intracelular, tornando a fibra mais instavel. Isso acarreta

em aumento de célcio ionizado livre no plasma, ocasionando aumento de calcio



mitocondrial, afetando sua integridade estrutural e funcional, o que pode causar
deficiéncia da coenzima ubiquinona (Q10) (60).

A ubiquinona atua na mitocondria como um carreador de elétrons na
fosforilacdo oxidativa. Um déficit dessa molécula pode diminuir o aporte energético,
prejudicando a funcionalidade e também desencadear eventos de apoptose e, por
consequéncia ativar a sinalizacédo via mitocondrial (60), embora essa associacao
da Q10 com a estatina e o dano muscular ainda ndo esta bem estabelecida. As
estatinas nas mitocondrias também podem induzir a liberacéo de citocromo C, que
pode ser responsavel pela formacdo de apoptossomo, e como consequéncia,
causar apoptose da célula (61).

Sirvent et al. realizaram um estudo onde mostra que essa homeostasia do
calcio, apesar de levar ao dano muscular, pode ser independente da funcao
mitocondrial, uma vez que ele é o responsavel pela ativacdo do citoesqueleto, e
funciona como sinal elétrico para que ocorra sua propria liberacdo nos processos
de contracdo muscular (62). Outra hipétese para o dano muscular € a expressao
de atrogina-1, proteina envolvida na atrofia muscular (63). Um estudo realizado
utilizando camundongos e embrides de zebra-peixe mostrou que as estatinas
podem induzir a expressdo de atrogina-1, além de aumentar a degradacédo de
proteinas nas células musculares que foram tratadas com estatinas, ocorrendo
também a supressao de sinalizacdo do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF)-1, ocasionando a desfosforilagdo da forkhead box (FOX), o que
explicaria a inducdo de atrogin-1.

Do ponto de vista metabdlico, ha evidéncias de que as estatinas aumentam a
incidéncia de diabetes melito (64,65), enquanto os efeitos sobre a sensibilidade a
insulina sé@o discutiveis (66). A resisténcia a insulina estd associada a disfuncao
mitocondrial (67). Entretanto, é possivel que a hiperglicemia induzida pela estatina
e o risco de diabetes podem ser mediados no nivel mitocondrial. No estudo
JUPITER foi realizado ensaio clinico, randomizado, duplo cego e avaliados 17603
homens e mulheres sem doenca cardiovascular prévia ou diabetes melito (68).
Esses pacientes foram tratados com rosuvastatina 20 mg/dia ou placebo e
acompanhados por até 5 anos para avaliagdo de desfechos primérios e
secundarios cardiovasculares e metabdlicos. Foi mostrado que o risco de

desenvolvimento de diabetes melito na terapia com estatinas parece limitado a



pessoas com predisposicdo a elevacédo dos niveis de glicemia em jejum, obesidade
grave ou hemoglobina glicada elevada (HbAlc). Outro ensaio clinico, randomizado,
duplo cego realizado com placebo e atorvastatina (10, 20, 40 e 80 mg/dia),
envolvendo 213 pacientes com hipercolesterolemia, mostrou como desfecho
primario que os niveis de HbAlc foi significativamente maior em pacientes que
fizeram uso de atorvastatina. Isso foi acompanhado pelo aumento dos niveis de
insulina em jejum, reducdo da sensibilidade a insulina e menores niveis de
adiponectina. Como os niveis de HbAlc sdo um indicador sensivel da glicemia,
esses resultados sugerem que a atorvastatina pode causar intolerancia a glicose
em parte devido a diminuicdo da sensibilidade a insulina (69).

Em miopatias, acredita-se que alguns mecanismos nao imunes possam
interferir no desempenho das fibras musculares e causar enfraquecimento do
musculo na auséncia de infiltrado de células inflamatorias. Isso ocorre, pois, a
hipdxia induzida pela perda capilar, pode levar a inducéo da expressao e liberacéo
extracelular de HMGB1 em células endoteliais e fibras musculares. A inducédo do
HMGBL1, pode induzir a expressao de moléculas de MHC |, o que pode ocasionar
estresse do reticulo endoplasmatico, e ocasionar a expressdo de NFyB,
permanecendo a inflamacg&o. As moléculas de MHC | podem reduzir a liberacéo de
Ca2+ do reticulo endoplasmaético, levando a fadiga muscular. Quando ha acamulo
de proteinas anormais nas fibras musculares, pode induzir o estresse do reticulo
endoplasmatico e/ou autofagia. Se ndo ocorrer a eliminagdo dessas proteinas em
um periodo habil, pode ocorrer apoptose muscular ou morte celular autoféagica, o
que contribui para a fadiga muscular (70). Os mecanismos na qual as estatinas
afetam a expressao de MHC [, ndo sédo bem esclarecidas, porem acredita-se que
as estatinas aumentam a expresséo de MHC | induzida por IFN-y (71).

Essas hipdteses relacionadas a acdo de estatinas nos tecidos musculares séo
baseadas em individuos com dislipidemia e sem doenga autoimune sistémica. No
entanto, conforme mencionado previamente, ndo ha evidéncias do seu efeito do
ponto de vista molecular nos tecidos musculares de pacientes com MAS, o que nos

motivou a realizagéo do presente estudo.



2. OBJETIVOS
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Objetivo primario

Caracterizacdo molecular das vias metabdlicas (mitocondrial, insulinica,
lipidica, oxidativa e de fibrogénese - expressao génica) de tecidos musculares de

pacientes com DM e SAS submetidos a atorvastatina ou placebo.

Objetivos secundarios

Caracterizacdo histolégica e histoquimica dos tecidos musculares de
pacientes com DM e SAS submetidos a atorvastatina ou placebo (morfologia
celular, tipagem de fibras musculares, caracterizacdo de lipideos intra e

intermusculares, atividade mitocondrial).
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3. MATERIAIS E METODOS



12

Desenho do estudo. Trata-se da extensdo de um estudo prospectivo,
randomizado, duplo-cego e placebo controlado (72), aprovado pelo comité de ética
local (CAAE 33558414.7.0000.0068), no qual os pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. Neste estudo, 16 dos 20 pacientes com
dislipidemia e com DM ou SAS foram submetidos a bidpsia muscular do vasto
lateral antes e apdOs 12 semanas de intervencdo medicamentosa com atorvastatina

20 mg/dia ou placebo (Figura 2).

Figura 2. Pacientes participantes do estudo

20 pacientes

participantes do
protocolo

16 pacientes
submetidos a

bionsia mmscnlar
Pré 2 pos intervengio

6 pacientes 2 pacientes 5 pacientes 3 pacientes
atorva placebo atorva placebo
L DM S DM S SAS S SAS

DM: dermatomiosite; SAS: sindrome antissintetase.

A DM nesse estudo foi definida de acordo com os critérios classificatorios de
European League Against Rheumatism / American College of Rheumatology
(EULAR/ACR) 2017, enquanto que no caso de SAS, de acordo com a definicao
estabelecida por Behrens Pinto et al. (27).

Dados. Os pacientes elegiveis foram entrevistados e 0s prontudrios revistos
sistematicamente. Os seguintes dados foram colhidos: (a) demogréficos: idade
atual, etnia, sexo; (b) niveis séricos de enzimas musculares: creatinofosfoquinase
(CPK), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
desidrogenase latica (DHL); (c) terapia medicamentosa: uso de medicacao remota
e atual (incluindo glicocorticoides); (d) evolugcdo clinica e status da doenca
(clinicolaboratorial): avaliada através da aplicacdo dos seguintes questionarios e
escores: Manual Muscle Testing (MMT)-8, Myositis Disease Activity Assessment
Visual Analogue Scales (MYOACT), avaliacdo global da doenca pelo médico e

paciente atravées da escala visual analogica (EVA), e Health Assessment
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Questionnaire (HAQ) (73-75). Estes questionarios foram aplicados no inicio do
estudo e na 122 semana para avaliacdo da doenca estavel e se houve alguma
alteracdo nesses parametros apos as intervencoes; (e) fatores de risco para
doencas cardiovasculares (76): se é hipertenso ou estava em uso de medicacao
anti-hipertensiva, diabético, sedentéario (baseando-se no questionario internacional
de atividade fisica, 26 traduzido para a lingua portuguesa e validado para a
populacao brasileira (IPAQ) (77).

Exames laboratoriais. Foram coletados, em periodo menor do que uma
semana apos a entrevista dos pacientes, no tempo 0 (inicio do estudo), e na 122
semana, amostras de soro (10 mL de soro e de plasma) para analise de CPK, AST,
ALT, DHL, além de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos,
glicemia de jejum, insulina e resisténcia a insulina (Homeostatic Model Assessment:
HOMA) (78). Esses dados estéo publicados em artigo prévio (72).

Bidpsia muscular. A biopsia muscular foi realizada por um Unico médico
experiente através de puncdo no musculo vasto lateral com agulha de Bergstrom
em duas ocasifes: a primeira em até uma semana antes da intervencao
medicamentosa; a segunda, 12 semanas ap0s essa intervencao. O procedimento
cirirgico foi realizado apds jejum noturno de 8 horas. As amostras foram
manipuladas cuidadosamente, sendo retirado todo o tecido adiposo assim como o
sangue visivel e, congeladas imediatamente em nitrogénio liquido para posterior
analise de expressdo génica. Para a analise histologica, foi dissecado
aproximadamente 30 mg de amostra, embebidas em Tissue-Tek OCT compound
(Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA) e congeladas imediatamente em nitrogénio
liquido.

Extracdo de RNA. Para a extracdo de RNA total de tecidos musculares, foi
utilizado o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA) com tratamento com
DNase livre de RNase (Qiagen). As avaliagOes de integridade e concentracao de
RNA foram realizadas usando RNA ScreenTape no Tapestation 4200 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

Sequenciamento em larga escala - analise do transcritptoma. A
construcéo das bibliotecas foi realizada a partir de 300 ng de RNA total com o kit
QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Kit FWD para lllumina (Lexogen, Viena, Austria)

de acordo com as recomendacdes do fabricante. As bibliotecas foram agrupadas e
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quantificadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativo usando o
Kapa Library Quantification Kit (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA). O
sequenciamento foi realizado em um sistema NextSeq 500 (lllumina, San Diego,
CA, EUA) com 75 ciclos de no Laboratério de Sequenciamento em Larga Escala
(SELA) da Rede PREMIUM de equipamentos multiusuarios da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo. O sequenciamento gerou uma média de
cinco milhdes de leituras por amostra. A analise de bioinformatica foi realizada pelo
Dr Anténio Marcondes Lerario, colaborador da Universidade de Michigan (EUA). A
analise de controle de qualidade foi realizada pelo software FASTQC. As leituras
brutas foram alinhadas ao hg38 por meio do software STAR (79). Os arquivos BAM
foram processados com as ferramentas bammarkduplicates do biobambam?2 e a
quantificacdo dos dados foi realizada por meio do software featureCounts (80,81).
O pacote limma do R-Bioconducter foi utilizado para determinar a expressao
diferencial dos genes de cada grupo e para transformar os dados (contagens por
milhdo, CPM) em (81).

Os niveis de expressdo de genes que codificam proteinas das vias
metabdlicas (mitocondrial, oxidativa, insulinica, lipidica, oxidativa e de fiborogénese)
foram analisados.

Andlise histoldgica e histoquimica. Foram realizados cortes transversais
(espessura de 4 um) em criostato e corados com hematoxilina-eosina (H&E) para
avaliacdo morfoldgica celular. A coloracdo de Gomori modificado foi realizada para
analise de possiveis agregados proteicos, mitocondriais e morfologia celular.
Succinato desidrogenase (SDH) e NADH-tetrazolio-redutase foram utilizados para
avaliacdo de atividade mitocondrial e adenosina trifosfatase (ATPase) (pH 4,3 e
9,4) para a diferenciacao e a distribuicdo dos tipos de fibras musculares (I, 1A ou
IIB). Para a andlise de atividade oxidativa, foi utilizada a coloracdo conjunta
citocromo C oxidase (COX) e SDH. A coloragéo com Oil Red foi empregada para a
avaliacdo de conteudo lipidico (intra e intermuscular). Foram considerados os
seguintes parametros para analise: caracteristicas das fibras musculares (diametro,
regeneracao, necrose, atrofia perifascicular); macrofagia;, presenca e grau de
infiltrado inflamatério (regido perimisial, endomisial e/ou perivascular); presenca ou
nao de tecido conjuntivo (endomisial e/ou perimisial); presenca ou ndo de

alteragcbes vasculares e conteudo lipidico. Todas estas analises foram codificadas
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de uma forma semiquantitativa, como: (1) leve, (2) moderado ou (3) intenso. Essas
analises foram realizadas de forma cega e aleatéria por duas pessoas distintas,
sendo comparados os resultados posteriormente. Em casos de discordancia, uma
terceira pessoa também realizou a avaliacdo. Esse procedimento foi realizado para
evitar qualquer viés de analise.

Andlise de complexo de histocompatilibidade principal (MHC) I. Foi
realizada através de imuno-histoquimica utilizando a técnica de imunoperoxidase
StreptABComplex/HRP - Duet com anticorpos monoclonais (Dakopatts, Glostrup,
Dinamarca) contra MHC | em diluicdo 1:100. Para analise, foi estabelecida como
presente ou ausente.

Anadlises estatisticas. As variaveis quantitativas foram expressas como
meédia e desvio padrdo, enquanto as variaveis qualitativas foram expressas como
frequéncia absoluta (n) e relativa (porcentagem). A normalidade dos dados foi
verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para comparar as variabilidades dos
genes entre os grupos foi utilizado o teste F, além disso, demais variaveis

guantitativas foram comparadas a partir do teste T para duas medias.
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4. RESULTADOS



17

4.1 Caracterizacdo da amostra

As caracteristicas gerais e basais dos pacientes com DM e SAS estdo
apresentadas na Tabela 1.

A média de idade dos pacientes foi de 46,1 e 47,5 anos, respectivamente,
em DM e SAS, com predominio do sexo feminino. Todos o0s pacientes
apresentavam a doenga estavel de acordo com os escores de IMACS, e trés

pacientes de cada grupo estavam em uso de prednisona em doses baixas.



Tabela 1. Caracteristicas gerais, laboratoriais, status da doenca, medicamentosa dos pacientes com dermatomiosite e sindrome antissintetase pré e pds intervencédo medicamentosa

DM SAS

pré (n=8) Atorv (n=6) Plac (n=2) pré (n=8) Atorv (n=5) Plac (n=3)
Caracteristicas gerais
Idade atual (anos) 46,1+10,2 46,3+12,0 45,521 47,5%9,7 45,1+10,0 55,0+1,4
Sexo feminino 7 (87.,5) 5(83,3) 2 (100,0) 6 (75,0) 3(60,0) 3 (100)
Status da doenca
EVA do paciente (0-10) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,7) 0,0 (0,0-3,4) 0,0 (0,0-0,0)
EVA médico (0-10) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0)
MMT-8 (0-80) 80 (80-80) 80 (80-80) 80 (80-80) 80 (80-80) 80,0 (80-80) 80 (80-80)
MYOACT (0-60) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,0) 0 (0,0-0,3) 0 (0,0-0,0)
HAQ (0,00-3,00) 0 (0,00-0,20)  0(0,00-0,20) 0 (0,00-0,00) 0 (0,00-1,10) 0,12 (0,00-0,06) 0 (0,00-0,00)
CPK (U/L) 268 (208-336) 166 (143-205) 223 (163-284) 125 (93-204) 116 (84-176) 148 (144-151)
AST (U/L) 20 (19-30) 22 (17-28) 23 (19-26) 22 (19-26) 22 (16-29) 21 (20-22)
ALT (U/L) 18 (12-24) 20 (17-41) 19 (11-27) 22 (13-31) 18 (13-33) 13 (9-22)
DHL (U/L) 224 (205-285) 304 (172-323) 204 (204-205) 215 (192-250) 204 (164-250) 272 (255-290)
Medicamentos
Prednisona 3(37,5) 1(16,7) 1 (50,0) 3(37,5) 1 (20,0) 0
Dose atual (mg/dia) 0 (0,0-5,0) 0 (0,0-3,7) 0 0 (0,0-8,7) 0 0
Azatioprina 3(37,5) 1(16,7) 2 (100) 4 (50,0) 2 (40,0) 1(33,3)
Metotrexato 4 (50,0) 3 (50,0) 0 2 (25,0) 1 (20,0) 1(33,3)
Micofenolato de mofetila 1(12,5) 1(16,7) 0 2 (25,0) 2 (40,0) 1(33,3)

18

Dados apresentados em média + desvio padrdo, mediana (interquartil 25% - 75%) ou frequéncia (%).
ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; Atorva: atorvastatina; CPK: creatinofosfoquinase; DHL: desidrogenase lactica; DM: dermatomiosite; EVA: escala visual analdgica; HAQ: Health Assessment Questionnaire; MMT-8:
Manual Muscle Testing-8; MYOACT: Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue Scale; Plac: placebo; SAS: sindrome antissintetase.
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4.2 Analise da expressao génica

Nas analises de vias relacionadas a processos biolégicos e em relacdo as
vias génicas especificas, como via mitocondrial, oxidativa, insulinica, lipidica e de
fiborogénese, e nenhum gene teve sua regulacdo positiva ou negativa apos a
intervencdo com atorvastatina em pacientes com DM (Figuras 3 e 4).

Nas analises de dados do transcriptoma de SAS, ndo houve alteracdo de
genes de vias mitocondrial, oxidativa, lipidica, insulinica e de fibrogénese (Figura

5e6).
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Figura 3. Expressdo génica nas vias mitocondrial e fosforilagcdo oxidativa pré e poés-

intervencd@o com atorvastatina ou placebo em bidpsias dos pacientes com dermatomiosite.
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DNM1L: Dynamin 1 Like, YME1L1: Ymel Like 1 Atpase, SUMO1: Small Ubiquitin Like Modifier 1, CAMK2A:
Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase li Alpha, PARL: Presenilin Associated Rhomboid Like, OMA1:
Omal Zinc Metallopeptidase, MIEF1: Mitochondrial Elongation Factor 1, MIEF2: Mitochondrial Elongation
Factor 2, MFF: Mitochondrial Fission Factor, FIS1: Fission, Mitochondrial 1, MFN1: Mitofusin 1, MFN2:
Mitofusin 2, STOML2: Stomatin Like 2, OPA1: Opal Mitochondrial Dynamin Like Gtpase, BCL2: Bcl2 Apoptosis
Regulator, MCL1: Mcl1 Apoptosis Regulator, Bcl2 Family Member, BECN1: Beclin 1, XIAP: X-Linked Inhibitor
Of Apoptosis, CYCS: Cytochrome C, Somatic, AIFM1: Apoptosis Inducing Factor Mitochondria Associated 1,
BNIP3: Bcl2 Interacting Protein 3, BNIP3L: Bcl2 Interacting Protein 3 Like, ENDOG: Endonuclease G,
PRKAB2: Protein Kinase Amp-Activated Non-Catalytic Subunit Beta 2, PPARGC1A: Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha, PEX10: Peroxisomal Biogenesis Factor 10, PEX14:
Peroxisomal Biogenesis Factor 14, PEX11B: Peroxisomal Biogenesis Factor 11 Beta, PEX19: Peroxisomal
Biogenesis Factor 19, PEX13: Peroxisomal Biogenesis Factor 13, PEX1: Peroxisomal Biogenesis Factor 1,
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PEX16: Peroxisomal Biogenesis Factor 16, PEX11A: Peroxisomal Biogenesis Factor 11 Alpha, PEX12:
Peroxisomal Biogenesis Factor 12, TBC1D15: Tbcl Domain Family Member 15, TBC1D17: Tbcl Domain
Family Member 17, MICU2: Mitochondrial Calcium Uptake 2, MICU1: Mitochondrial Calcium Uptake 1, COX10:
Cytochrome C Oxidase Assembly Factor Heme A:Farnesyltransferase Cox10, COX11: Cytochrome C Oxidase
Copper Chaperone Cox11, COX15: Cytochrome C Oxidase Assembly Homolog Cox15, COX4l1: Cytochrome
C Oxidase Subunit 411, COX5A: Cytochrome C Oxidase Subunit 5A, COX5B: Cytochrome C Oxidase Subunit
5B, COX6A2: Cytochrome C Oxidase Subunit 6A2, COX6B1: Cytochrome C Oxidase Subunit 6B1, COX6C:
Cytochrome C Oxidase Subunit 6C, COX7A1: Cytochrome C Oxidase Subunit 7A1l, COX7A2L: Cytochrome C
Oxidase Subunit 7A2 Like, COX7A2: Cytochrome C Oxidase Subunit 7A2, COX7B: Cytochrome C Oxidase
Subunit 7B, COX7C: Cytochrome C Oxidase Subunit 7C, COX8A: Cytochrome C Oxidase Subunit 82,
MICOS13: Mitochondrial Contact Site And Cristae Organizing System Subunit 13, OXA1L: OxallL Mitochondrial
Inner Membrane Protein, NDUFA1: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A1, NDUFA2: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit A2, NDUFA3: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A3, NDUFA4: Ndufa4
Mitochondrial Complex Associated, NDUFA4L2: Ndufa4 Mitochondrial Complex Associated Like 2, NDUFAS:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A5, NDUFAG6: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A6,
NDUFA7: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A7, NDUFA8: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit
A8, NDUFA9: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A9, NDUFA10: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit A10, NDUFA11l: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A1l, NDUFA12: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit A12, NDUFA13: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A13, NDUFB1:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B1, NDUFB2: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B2,
NDUFB3: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B3, NDUFB4: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit
B4, NDUFB5: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B5, NDUFB6: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit B6, NDUFB7: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B7,NDUFB8: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit B8, NDUFB9: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B9, NDUFB10:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B10, NDUFB11: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B11,
NDUFV1: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit V1, NDUFV2: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Core Subunit V2, NDUFV3: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit V3, NDUFS1: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Core Subunit S1, NDUFS2: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S2, NDUFS3:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S3, NDUFS4: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit S4,
NDUFS5: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit S5, NDUFS6: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit
S6, NDUFS7: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S7, NDUFS8: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Core Subunit S8, NDUFC1:Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit C1, NDUFC2: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit C2.
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Figura 4. Expressdo génica nas vias mitocondrial e fosforilagdo oxidativa pré e poés-

intervencdo com atorvastatina ou placebo em biépsias dos pacientes com dermatomiosite.
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HMGCS2: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Synthase 2, HMGCS1: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Synthase
1, HMGCR: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Reductase, MSMO1: Methylsterol Monooxygenase 1: IDI1:
Isopentenyl-Diphosphate Delta Isomerase 1, FDPS: Farnesyl Diphosphate Synthase, FDFT1: Farnesyl-
Diphosphate Farnesyltransferase 1, MVK: Mevalonate Kinase, SREBF2: Sterol Regulatory Element Binding
Transcription Factor 2, HMGCL: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Lyase, PPARGC1B: Pparg Coactivator 1
Beta, PERM1: Ppargcl And Esrr Induced Regulator, Muscle 1, MICA: Mhc Class | Polypeptide-Related
Sequence A, MYOD1: Myogenic Differentiation 1, MDFIC: Myod Family Inhibitor Domain Containing, IGF1:
Insulin Like Growth Factor 1, IGF2: Insulin Like Growth Factor 2, IGF1R: Insulin Like Growth Factor 1 Receptor,
IGF2R: Insulin Like Growth Factor 2 Receptor, IGF2BP2: Insulin Like Growth Factor 2 Mrna Binding Protein 2,
IGFBP2: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 2, IGFBP3: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 3,
IGFBP4: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 4, IGFBP5: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 5,
IGFBP6: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 6, IGFBP7: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 7,
AK3: Adenylate Kinase 3-Like, AKT1: Akt Serine/Threonine Kinase 1, AKT1S1: Aktl Substrate 1, AKT2: Akt
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Serine/Threonine Kinase 2, AKT3: Akt Serine/Threonine Kinase 3, FOXOL1: Forkhead Box O1, FOXO3:
Forkhead Box O3, FOXO4: Forkhead Box 04, FOXO6: Forkhead Box O6, AKTIP: Akt Interacting Protein,
ALDHI1L1: Aldehyde Dehydrogenase 1 Family, Member L1, ACACA: Acetyl-Coenzyme A Carboxylase Alpha,
ATP2C1: Atpase, Ca++Transporting, Type 2C, Member 1, UCP3: Uncoupling Protein 3 (Mitochondrial, Proton
Carrier), UQCRC2: Ubiquinol-Cytochrome C Reductase Core Protein li, ATP1B2: Atpase, Na+/K+Transporting,
B2 Polypeptide, MTOR: Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase, LAMTORL1: Late Endosomal/Lysosomal
Adaptor, Mapk And Mtor Activator 1, LAMTOR2: Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator
2, LAMTORS3: Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator 3, LAMTORS5: Late
Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator 5, RICTOR: Rptor Independent Companion Of Mtor
Complex 2, LAMTORA4: Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator 4, RHEB: Ras Homolog,
Mtorcl Binding, DEPTOR: Dep Domain Containing Mtor Interacting Protein, MLST8: Mtor Associated Protein,
Lst8 Homolog, RPTOR: Regulatory Associated Protein Of Mtor Complex 1, IRS1: Insulin Receptor Substrate
1, COL1A1: Collagen, Type I, Alfa 1, COL14A1: Collagen, Type Xiv, A 1 (Undulin), COL5A2: Collagen, Type
V, A 2, VIM: Vimentin, MGP: Matrix Gla Protein, EDIL3: Egf-Like Repeats And Discoidin llike Domains 3,
CALCRL: Calcitonin Receptor-Like, CHRD: Chordin, PLOD2: Procollagen-Lysine, 2-Oxoglutarate 5-
Dioxygenase 2, MAOA: Monoamine Oxidase A, LRRFIP1: Leucine Rich Repeat (In Flii) Interacting Protein 1,
NCAM1: Neural Cell Adhesion Molecule 1, LOXL1: Lysyl Oxidase Like 1, NID1: Nidogen 1, MFAP4: Microfibril
Associated Protein 4, LTBP1: Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 1, PREP: Prolyl
Endopeptidase.
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Figura 5. Expressdo génica nas vias mitocondrial e fosforilagdo oxidativa pré e poés-
intervencdo com atorvastatina ou placebo em bidpsias dos pacientes com sindrome
antissintetase.
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DNM1L: Dynamin 1 Like, YME1L1: Ymel Like 1 Atpase, SUMO1: Small Ubiquitin Like Modifier 1, CAMK2A:
Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase li Alpha, PARL: Presenilin Associated Rhomboid Like, OMA1:
Omal Zinc Metallopeptidase, MIEF1: Mitochondrial Elongation Factor 1, MIEF2: Mitochondrial Elongation
Factor 2, MFF: Mitochondrial Fission Factor, FIS1: Fission, Mitochondrial 1, MFN1: Mitofusin 1, MFN2:
Mitofusin 2, STOML2: Stomatin Like 2, OPA1: Opal Mitochondrial Dynamin Like Gtpase, BCL2: Bcl2 Apoptosis
Regulator, MCL1:Mcl1 Apoptosis Regulator, Bcl2 Family Member, BECN1: Beclin 1, XIAP: X-Linked Inhibitor
Of Apoptosis, CYCS: Cytochrome C, Somatic, AIFM1: Apoptosis Inducing Factor Mitochondria Associated 1,
BNIP3: Bcl2 Interacting Protein 3, BNIP3L: Bcl2 Interacting Protein 3 Like, ENDOG: Endonuclease G,
PRKAB2: Protein Kinase Amp-Activated Non-Catalytic Subunit Beta 2, PPARGC1A: Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha, PEX10: Peroxisomal Biogenesis Factor 10, PEX14:
Peroxisomal Biogenesis Factor 14, PEX11B: Peroxisomal Biogenesis Factor 11 Beta, PEX19: Peroxisomal
Biogenesis Factor 19, PEX13: Peroxisomal Biogenesis Factor 13, PEX1: Peroxisomal Biogenesis Factor 1,
PEX16: Peroxisomal Biogenesis Factor 16, PEX11A: Peroxisomal Biogenesis Factor 11 Alpha, PEX12:
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Peroxisomal Biogenesis Factor 12, TBC1D15: Thcl Domain Family Member 15, TBC1D17: Thcl Domain
Family Member 17, MICU2: Mitochondrial Calcium Uptake 2, MICU1: Mitochondrial Calcium Uptake 1, COX10:
Cytochrome C Oxidase Assembly Factor Heme A:Farnesyltransferase Cox10, COX11: Cytochrome C Oxidase
Copper Chaperone Cox11, COX15: Cytochrome C Oxidase Assembly Homolog Cox15, COX4l1: Cytochrome
C Oxidase Subunit 411, COX5A: Cytochrome C Oxidase Subunit 5A, COX5B: Cytochrome C Oxidase Subunit
5B, COX6A2: Cytochrome C Oxidase Subunit 6A2, COX6B1: Cytochrome C Oxidase Subunit 6B1, COX6C:
Cytochrome C Oxidase Subunit 6C, COX7A1: Cytochrome C Oxidase Subunit 7A1, COX7A2L: Cytochrome C
Oxidase Subunit 7A2 Like, COX7A2: Cytochrome C Oxidase Subunit 7A2, COX7B: Cytochrome C Oxidase
Subunit 7B, COX7C: Cytochrome C Oxidase Subunit 7C, COX8A: Cytochrome C Oxidase Subunit 8A,
MICOS13: Mitochondrial Contact Site And Cristae Organizing System Subunit 13, OXA1L: OxallL Mitochondrial
Inner Membrane Protein, NDUFA1: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A1, NDUFA2: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit A2, NDUFA3: Nadh:Ubiguinone Oxidoreductase Subunit A3, NDUFA4: Ndufa4
Mitochondrial Complex Associated, NDUFA4L2: Ndufa4 Mitochondrial Complex Associated Like 2, NDUFAS:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A5, NDUFAG6: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A6,
NDUFA7: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A7, NDUFA8: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit
A8, NDUFA9: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A9, NDUFA10: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit A10, NDUFA11l: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit All, NDUFA12: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit Al12, NDUFA13: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A13, NDUFB1:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B1, NDUFB2: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B2,
NDUFB3: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B3, NDUFB4: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit
B4, NDUFB5: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B5, NDUFB6: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit B6, NDUFB7: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B7,NDUFB8: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit B8, NDUFB9: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B9, NDUFB10:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B10, NDUFB11: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B11,
NDUFV1: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit V1, NDUFV2: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Core Subunit V2, NDUFV3: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit V3, NDUFS1: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Core Subunit S1, NDUFS2: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S2,
NDUFS3:Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S3, NDUFS4: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit S4, NDUFS5: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit S5, NDUFS6: Nadh:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit S6, NDUFS7: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S7, NDUFS8:
Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S8, NDUFC1: Nadh:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit C1,
NDUFC2: Nadh:Ubiguinone Oxidoreductase Subunit C2.
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Figura 6. Expressdo génica nas vias lipidica, insulinica e de fibrogénese pré e pés-
intervencdo com atorvastatina ou placebo em bidpsias dos pacientes com sindrome

antissintetase
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HMGCS2: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Synthase 2, HMGCS1: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Synthase
1, HMGCR: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Reductase, MSMO1: Methylsterol Monooxygenase 1: IDI1:
Isopentenyl-Diphosphate Delta Isomerase 1, FDPS: Farnesyl Diphosphate Synthase, FDFT1: Farnesyl-
Diphosphate Farnesyltransferase 1, MVK: Mevalonate Kinase, SREBF2: Sterol Regulatory Element Binding
Transcription Factor 2, HMGCL: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coa Lyase, PPARGC1B: Pparg Coactivator 1
Beta, PERM1: Ppargcl And Esrr Induced Regulator, Muscle 1, MICA: Mhc Class | Polypeptide-Related
Sequence A, MYODL1: Myogenic Differentiation 1, MDFIC: Myod Family Inhibitor Domain Containing, IGF1:
Insulin Like Growth Factor 1, IGF2: Insulin Like Growth Factor 2, IGF1R: Insulin Like Growth Factor 1 Receptor,
IGF2R: Insulin Like Growth Factor 2 Receptor, IGF2BP2: Insulin Like Growth Factor 2 Mrna Binding Protein 2,
IGFBP2: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 2, IGFBP3: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 3,
IGFBP4: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 4, IGFBP5: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 5,
IGFBP6: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 6, IGFBP7: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 7,
AK3: Adenylate Kinase 3-Like, AKT1: Akt Serine/Threonine Kinase 1, AKT1S1: Aktl Substrate 1, AKT2: Akt
Serine/Threonine Kinase 2, AKT3: Akt Serine/Threonine Kinase 3, FOXO1: Forkhead Box O1, FOXO3:
Forkhead Box O3, FOXO4: Forkhead Box 04, FOXO6: Forkhead Box O6, AKTIP:Akt Interacting Protein,
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ALDH1L1: Aldehyde Dehydrogenase 1 Family, Member L1, ACACA: Acetyl-Coenzyme A Carboxylase Alpha,
ATP2C1: Atpase, Cat++Transporting, Type 2C, Member 1, UCP3: Uncoupling Protein 3 (Mitochondrial, Proton
Carrier), UQCRC2: Ubiquinol-Cytochrome C Reductase Core Protein li, ATP1B2: Atpase, Na+/K+Transporting,
B2 Polypeptide, MTOR: Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase, LAMTOR1: Late Endosomal/Lysosomal
Adaptor, Mapk And Mtor Activator 1, LAMTORZ2: Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator
2, LAMTORS3: Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator 3, LAMTORS5: Late
Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator 5, RICTOR: Rptor Independent Companion Of Mtor
Complex 2, LAMTORA4: Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, Mapk And Mtor Activator 4, RHEB: Ras Homolog,
Mtorcl Binding, DEPTOR: Dep Domain Containing Mtor Interacting Protein, MLST8: Mtor Associated Protein,
Lst8 Homolog, RPTOR: Regulatory Associated Protein Of Mtor Complex 1, IRS1: Insulin Receptor Substrate
1, COL1A1: Collagen, Type I, Alfa 1, COL14A1: Collagen, Type Xiv, A 1 (Undulin), COL5A2: Collagen, Type
V, A 2, VIM: Vimentin, MGP: Matrix Gla Protein, EDIL3: Egf-Like Repeats And Discoidin llike Domains 3,
CALCRL: Calcitonin Receptor-Like, CHRD: Chordin, PLOD2: Procollagen-Lysine, 2-Oxoglutarate 5-
Dioxygenase 2, MAOA: Monoamine Oxidase A, LRRFIP1: Leucine Rich Repeat (In Flii) Interacting Protein 1,
NCAML1: Neural Cell Adhesion Molecule 1, LOXL1: Lysyl Oxidase Like 1, NID1: Nidogen 1, MFAP4: Microfibril
Associated Protein 4, LTBP1: Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 1, PREP: Prolyl
Endopeptidase.
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4.3 Analise histologica e histoquimica

Dermatomiosite

No grupo DM de um modo geral, foi observada leve variabilidade do tamanho
das fibras. Houve preservacdo do mosaico das fibras musculares tipo | e Il, da
arquitetura interna das fibras integras, e das regibes endomisial, perimisial e
perivascular (Figuras 7 e 8).

N&o foram observadas necrose ou atrofia das fibras, falhas focais ou acumulo
de agregados subsarcolemais, acumulo lipidico, areas de fibrose, alteracbes das
atividades mitocondriais ou presenca de fibras COX negativas.

Em nenhuma amostra havia presenca de infiltrado inflamatério.

Apoés a intervencgdo (atorvastatina ou placebo), ndo foi observada nenhuma

alteracdo em todos os parametros previamente analisados (Figuras 7 e 8).

Figura 7 - Analise histoldgica em pacientes com dermatomiosite

H&E (10X) FA (10X) PAS (10X) Oil red (10X)

Hematoxilina-eosina - H&E (A e E); fosfatase acida (B e F); acido periédico de schiff - PAS (C E G); Oil Red (D
E H).
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Figura 8 - Analise histolégica em pacientes com dermatomiosite

ATP pH 4.3 (4x) ATP pH 9.4 (4x) COX-SDH (10x) MHC (10x)

Adenosina trifosfatase - ATP (pH 4,3) (A e E); adenosina trifosfatase ATP (pH 9,4) (B e F); citocromo C oxidase
- COX-SDH (C e G); major histocompatibility complex (MHC) classe | — (D e H).

Sindrome antissintetase

Na andlise histolégica em pacientes com sindrome antissintetase,
observamos leve variabilidade no tamanho das fibras, auséncia de fibrose e
necrose. O mosaico das fibras musculares tipo | e Il estavam preservadas, assim
como a arquitetura interna das fibras integras e das regiées endomisial, perimisial
e perivascular (Figuras 9 e 10).

N&o foram observadas a presenca de falhas focais, acimulo de agregados
subsacolemais, areas de fibrose, acumulo de lipideos, altera¢cdes mitocondriais ou
presenca de fibras COX negativas.

Em todas as amostras, havia presenca leve de atividade inflamatoéria
identificada através da fosfatase acida, porém ndo observamos a presenca de
infiltrados inflamatorios.

ApOs a intervengéo com atorvastatina ou placebo, ndo foi observada nenhuma

alteracdo nos parametros citados anteriormente (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Analise histolégica em pacientes com sindrome antissintetase

PAS (10X) Oil red (10X)
- .

FA (1 OX) 7

H&E (10X)

Pré

Poés

Hematoxilina-eosina - H&E (A e E); fosfatase acida (B e F); acido periédico de schiff - PAS (C E G); Oil Red (D
E H).

Figura 7 - Analise histolégica em pacientes com sindrome antissintetase

ATP pH 9.4 (4x)

ATP pH 4.3 (4x) COX-SDH (10x) MHC (10x)

ﬂl

Adenosina trifosfatase - ATPase (pH 4,3) (A e E); adenosina trifosfatase ATPase (pH 9,4) (B e F); citocromo C
oxidase - COX-SDH (C e G); major histocompatibility complex (MHC) classe | — (D e H).
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4.4. Analise histoquimicas e do MHC |

Dermatomiosite

Nas amostras basais de bidépsias de DM, foi observado leve aumento das
moléculas de MHC | na superficie das fibras musculares e membrana plasmatica,
com predominio endomisial presente em todas as amostras. Ha presenca de MHC
| também ao redor dos vasos sanguineos e capilares. Esse parametro se manteve

apos 12 semanas de uso da atorvastatina (Figura 9).

Sindrome antissintetase

No grupo de pacientes com SAS, no tempo pré intervencao, foi observado
aumento moderado das moléculas de MHC | na superficie das fibras musculares,
sendo o predominio endomisial. Esse parametro foi observado em todas as
amostras e permaneceu apos a intervencdo com atorvastatina e placebo (Figura

10).
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5. DISCUSSAO
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Este € o primeiro estudo que analisou o impacto de atorvastatina sobre a
expressdo génica de tecidos musculares de pacientes DM ou SAS com
dislipidemia. Os resultados mostraram que ndo houve alteracdo na expressao de
genes envolvidos nas vias lipidicas, oxidativas, mitocondriais, insulinicas e de
fibrogénese. Do ponto de vista histoldégico ndo foram observadas necrose ou atrofia
das fibras, assim como acumulo de agregados subsarcolemais, lipidico, area de
fibrose, alteracfes inflamatdrias e de atividades mitocondriais ou presenca de fibras
COX negativo.

Como pontos fortes do estudo, podemos citar os critérios rigorosos utilizados
na selecdo dos pacientes com DM e SAS (60). Além disso, as bidpsias musculares
foram realizadas pelo mesmo médico durante todo o protocolo.

Como limitacdes, temos uma amostragem pequena, por se tratar de doencas
raras, porém, realizamos o sequenciamento de todos 0s transcritos e ndo somente
de genes de interesse.

A disfuncdo mitocondrial pode ocorrer, mesmo que de forma rara, em
pacientes que fazem o0 uso de estatinas, alterando por exemplo a cadeia
respiratéria mitocondrial. Em um estudo utilizando biépsias musculares de deltoides
de pacientes com miopatia induzida por estatinas foi demonstrado que a funcéo
mitocondrial estava prejudicada, juntamente com alta indugdo da producdo de
espécies reativas de oxigénio, tendo também regulacédo negativa da expressao de
MRNA de PGC-1a e PGC-1p, o que sugere a desativacéo da via de sinalizagao da
via de biogénese mitocondrial (82). Esse resultado corrobora com alguns estudos
disponiveis na literatura que mostram que apesar de raro, as mitocondrias
presentes no musculo esquelético, podem ser prejudicadas apés o tratamento com
estatinas (61,62,83). Nos grupos de DM e SAS, ndo houve alteracdo da expresséo
de genes das vias relacionadas a mitocondria e fosforilacdo oxidativa

N&o encontramos diferenca significativa na expressao de genes que foram
analisados e relacionados a via mitocondrial tanto em DM quanto em SAS, assim
como alteragdes relacionadas ao citocromo C oxidase. De acordo com um estudo
realizado com pacientes sem MAS e que fizeram 0 uso de estatinas, essa classe
de medicagbes, mesmo que de forma rara, podem induzir a liberagao de citocromo
C oxidase, que pode ser responsavel pela formacdo de apoptossomo e,

consequentemente causar apoptose celular (61).
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N&do houve também o enriquecimento da via insulinica, entretanto,
observamos alteracdes pontuais na expressao dos genes relacionados.

Do ponto de vista laboratorial, o estudo prévio (72) mostrou que o uso de
atorvastatina ndo promoveu alteracdes séricas de glicose, insulina e peptideo C,
avaliando o indice HOMA, corroborando com os dados obtidos a nivel molecular do
presente estudo.

Na literatura, ha evidéncias que as estatinas, eventualmente, podem
ocasionar o aumento de incidéncia de diabetes mellitus (64,65) em pacientes sem
MAS e em relacdo aos efeitos ocasionados diretamente a sensibilidade a insulina
sao discutiveis, tendo evidéncias que a resisténcia insulinica pode estar associada
principalmente a disfuncédo mitocondrial (66,67).

Em um ensaio clinico randomizado, duplo cedo utilizando placebo e diversas
doses de atorvastatina em 213 pacientes com hipercolesterolemia, foi demonstrado
que o grupo que sofreu intervencdo com atorvastatina teve os niveis de HbAlc
aumentados, que foi acompanhado pelo aumento dos niveis de insulina em jejum,
reducdo da sensibilidade a insulina e diminuigcdo dos niveis de adiponectina (69).
Um outro estudo (JUPITER) realizado com 17603 homens e mulheres, sem
diabetes, que fizeram o uso de placebo ou rosuvastatina 20 mg/dia acompanhados
por 5 anos, mostrou que o risco de desenvolver diabetes por uso de estatinas pode
estar relacionado a uma predisposicdo do individuo de elevacao da glicemia em
jejum, o que leva ao aumento da hemoglobina glicada, associada a obesidade
grave (68).

Histologicamente, avaliamos as coloracdes pré e pos intervencao no grupo
DM e SAS, nao observamos alteragfes significativas em relacdo a morfologia
celular, variabilidade das fibras, assim como atrofia. Nao foi observado também
acumulo mitocondrial subsarcolemal, fibras “rasgadas vermelhas” e altera¢des no
mosaico de fibras tipo | e tipo Il. Na literatura ha trabalhos que relatam que biépsias
de pacientes com miopatias desencadeadas por uso de estatinas podem
apresentar caracteristicas de disfungdes mitocondriais, como presenca de “fibras
rasgadas vermelhas” e presenga de lipideos em mitocondrias. Alguns autores
descrevem que, ao observarem a coloracdo Gomori modificado, ha presenca de
acumulo mitocondrial subsarcolemal e, em alguns casos, deficiéncia ou auséncia

de COX, caracteristica que torna a fibra muscular uma “fibra fantasma”. Essa
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deficiéncia/auséncia faz com que haja uma alteracdo na cadeia respiratoria
mitocondrial, alterando o transporte de elétrons durante a fosforilacdo oxidativa (90-
92). Porém estes estudos limitam-se a relatos de casos.

Na analise de MHC I, foi observado que o padrdo analisado nas amostras
basais com aumento leve, se manteve ap6s o0 uso da medicacdo em pacientes com
DM. Em SAS, verificou-se um aumento moderado do MHC tipo | nas amostras
analisadas, que permaneceu apos a intervencdo. O MHC | € uma molécula
apresentadora de antigenos essenciais na resposta imune adaptativa de células
CD8 + T e CD4 + T. Em miopatias, Needham et al. mostraram que em bidpsias
musculares de 8 pacientes com miopatias desencadeada por uso de estatinas,
houve regulacao positiva difusa da expressdo de MHC | em fibras necroéticas e ndo
necroticas, ocorrendo melhora em sete pacientes apdés iniciar o tratamento com
glicocorticoide e metotrexato (52).

Em um estudo realizado por Guillaume Belliard et al. (93), mostrou que as
estatinas modulam a expressdao de MHC | de células endoteliais. Células
endoteliais foram utilizadas com aumento das doses de fluvastatina com e sem IFN-
y. 0S autores observaram que a fluvastatina é capaz de prevenir a inducdo de MHC
I que é desencadeada por IFN-y, e também promover aumento de dose
dependente e aumento da expressdo de MHC . Ja outro estudo realizado por Kwak
et al., utilizando atorvastatina, pravastatina e lovastatina, mostraram que n&o houve
diferenca na expresséo de MHC | (94).

Durante o estudo, observamos que houve diferenca dos genes expressos nos
grupos DM e SAS. Isso acontece pois, apesar de serem doencgas pertencentes ao
mesmo grupo, sdo heterogéneas. Ha diferencas tanto na clinica, quanto na
fisiopatogénese.

Como limitagdes, temos uma amostragem pequena, por se tratar de doencas
raras, porém, realizamos o sequenciamento total do RNA e mostramos que nao
houve alteracbes significativas na expressao de genes das vias mitocondrial,

fosforilagcdo oxidativa, lipidica, insulinica e fibrogénese.
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6. CONCLUSOES
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A atorvastatina ndo promoveu alteracfes significativas da expressédo de
genes relacionados as vias mitocondrial, oxidativa, lipidica, insulinica, e de
fibrogénese de tecidos musculares de pacientes com dislipidemia e com DM ou
SAS. Nao promoveu também alteracdes histologicas, histoquimicas assim como do
MHC | dos tecidos musculares.

Esses resultados mostram que a atorvastatina € segura a nivel molecular
nos grupos avaliados no periodo de 12 semanas, porém S80 necessarios mais
estudos e com amostras maiores para melhor compreensdo dos genes e vias

estudadas.
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um desconforto leve como dor e inchaco local. Os beneficios nao se alteram.
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USP - HOSPITAL DAS

CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagéo do Parecer: 1.903.905

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

£ Plataforma
‘ r

A emenda é exclusiva de seu Centro Coordenador, entdo as alteragoes realizadas em seu projeto, em

virtude da emenda, NAO seréo replicadas nos Centros Participantes vinculados e nos Comités de Etica das
Instituicdes Coparticipantes, quando da sua aprovagao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Estédo adequados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

ao Projeto inicial foram acrescentados os itens referentes a bidpsia muscular em todas as partes (Introducéo
e métodos do projeto e no TCLE)

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_825765 12/11/2016 Aceito
do Projeto E3.pdf 22:01:23
Brochura Pesquisa | Anexo.pdf 12/11/2016 | Samuel Katsuyuki Aceito
21:59:24 | Shinjo

Projeto Detalhado / | Projeto.doc 12/11/2016 | Samuel Katsuyuki Aceito

Brochura 21:58:09 | Shinjo

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 12/11/2016 |Samuel Katsuyuki Aceito

Assentimento / 21:57:32 [Shinjo

Justificativa de

Auséncia

Brochura Pesquisa |Brochura.pdf 16/09/2016 |Samuel Katsuyuki Aceito
16:42:16 [ Shinjo

Brochura Pesquisa | Brochuras.pdf 05/02/2015 Aceito
19:19:18

Declaragé@o de Carta de Anuéncia.pdf 05/02/2015 Aceito

Instituicao e 18:36:16

Infraestrutura

Outros Carta (Esclarecimentos).pdf 29/01/2015 Aceito
10:04:12

Outros Resposta ao Parecer.pdf 09/08/2014 Aceito
16:45:35

Outros Anexo Il.pdf 15/07/2014 Aceito
12:01:58

Folha de Rosto Folha de Rosto.pdf 10/07/2014 Aceito
20:07:30

Endereco:
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8.2. ANEXO 2

Trabalhos publicados durante o periodo de Doutorado

\ TLAR Arch Rheumatol 2023;38(x):i-xi
1947 doi: 10.46497/ArchRheumatol.2023.9257

ORIGINAL ARTICLE

Exercise training attenuates skeletal muscle fat infiltration and
improves insulin pathway of patients with immune-mediated
necrotizing myopathies and dermatomyositis

Diego Sales de Oliveira'(®, Isabela Bruna Pires Borges'(®, Suely Kazue Nagahashi Marie*®
Antonio Marcondes Lerario*, Sueli Mieko Oba-Shinjo?(, Samuel Katsuyuki Shinjo'

'Division of Rheumatology, Laboratory of Inflammatory Myopathies, Faculdade de Medicina FMUSP, Universidade de Sao Paulo, Brazil
*Department of Neurology, Laboratory of Molecular and Cellular Biology, Faculdade de Medicina FMUSP, Universidade de Sao Paulo, Brazil
‘Department of Internal Medicine, Division of Metabolism, Endocrinology and Diabetes, University of Michigan, Ann Arbor, M1, USA

> Clin Exp Rheumatol. 2022 Oct 11. doi: 10.55563/clinexprheumatol/zq7x68. Online ahead of print.

High prevalence of necrotising myopathy pattern in
muscle biopsies of patients with anti-Jo-1
antisynthetase syndrome

Lila M B Silva ', Isabela B P Borges ', Samuel K Shinjo 2

Affiliations + expand
PMID: 36226626 DOI: 10.55563/clinexprheumatol/zq7x68 |4 Sianin

@ Springer Link

Original Article | Published: 11 July 2022

High prevalence of necrotizing myofibers in adult
dermatomyositis muscle biopsies

Aline Marques Caetano, |sabela Bruna Pires Borges, Lila Morena Bueno da Silva & Samuel Katsuyuki Shinjo

Clinical Rheumatology 41, 3411-3417 (2022) | Cite this article

100 Accesses | Metrics
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ORIGINAL ARTICLES

Exercise Training Attenuates Ubiquitin-Proteasome
Pathway and Increases the Genes Related to
Autophagy on the Skeletal Muscle of Patients With
Inflammatory Myopathies

Borges, Isabela Bruna Pires MSc*; de Oliveira, Diego Sales PhD*; Marie, Suely Kazue Nagahashi MD, PhD"; Lenario,
Antonio Marcondes MD, PhD?; Oba-Shinjo, Sueli Mieko PhD'; Shinjo, Samuel Katsuyuki MD, PhD*

Author Information®

JCR: Journal of Clinical Rheumatology: September 2021 - Volume 27 - Issue 65 - p 5224-5231
doi: 101097/ RHU.0000000000001721

1JRD Editorial Office
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Intemational Journal of Rheumatic Diseases is indexed by ISI(SCI-E) and MEDLINE!

22-Aug-2023

Dear Professor Shinjo:

Your manuscript entitled "Effect of atorvastatin on muscle tissues of dermatomyositis and antisynthetase syndrome patients with dyslipidemia” has been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in the
Interational Journal of Rheumatic Diseases

Your manuscript 1D is IJRD-2023-1104.

Qur journal is currently transitioning to Wiley's Research Exchange submission portal

If you submitted this manuscript through our Research Exchange site, you can view the status of your manuscript by logging into the ission site at http /fwiley atyponre: i I/APL

[f you submitted this manuscript through ScholarOne, you can view the status of your manuseript by checking your Author Center after logging in to https:/mc manuscriptcentral.com/aplar

This journal offers a number of license options for published papers: information about this is available here: https://authorservices wiley. com/auth [Journal-Authorsflicensing/index html. The submitting author has confirmed that all co-authors have the
necessary rights to grant in the submission, including in light of each co-author’s funder policies. If any author's funder has a policy that restricts which kinds of license they can sign, for example if the funder is a member of Coalition S, please make sure the

submitfing author is aware.
Thank you for submitting your manuscript to the International Journal of Rheumatic Diseases.

Sincerely,
Intemational Journal of Rheumatic Diseases Editorial Office



