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Atorvastatinin Sican Iskelet Kasinda Olusturdugu Yapisal Degisikliklerin
Isik Mikroskobu ile Degerlendirilmesi

M. Serhan Tasdemirl,Murat Akkusz, Yusuf Nergiz3, Selguk Tunik?, iskender Kaplanoglu5

72333 Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.D.

OZET

Calismanmuzda, bir statin tiirevi olan atorvastatinin sigan iskelet kasinda olusturdugu yapisal degisikliklerin
151k mikroskobu diizeyinde incelenmesi ve degerlendirilmesi amaglandi.40 adet erigkin erkek wistar albino
rat; biri kontrol ve dokuzu deney gruplari olmak tizere 10 esit gruba boliindii. . Deneyin baglamasindan
sonra 5. 10. ve 15. giinlerde sakrifiye edilen ratlarin quadriceps femoris kaslari 151tk mikroskobunda
incelendi. Kontrol grubundan elde edilen kaslarin histopatolojik incelemelerinde herhangi bir yapisal
degisiklige rastlanmazken, diger 9 deney grubundan elde edilen kas Orneklerinde degisen derecelerde
histopatolojik bulgular elde edildi. Genel olarak kaslarda dejenerasyon, kontraksiyon, nekroz, bagdoku
artis1, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, kas lifleri arasinda vakuoler yapilar ve sentral niikleus belirgin artis
gostermekteydi. Calismamizda bulgularimiz, doz ve zaman arttikca degisikliklerin belirgin oldugu
gozlendi. Atorvastatinin iskelet kaslarinda gostermis oldugu toksik etki ile birlikte, klinik ag¢idan doz ve
zaman baz alinarak, hasta tedavilerine 151k tutacagi kanaatine varildi.

Anahtar sozciikler: Atorvastatin, sigan, kas nekrozu, histopatoloji.

Evaluation Of The Atorvastatin-Induced Structural Changes In Skeletal Muscles Of
Rats By Light Microscope

SUMMARY

In this study we evaluated toxic effects of atorvastatin on the development of muscle necrosis in rats at the
light microscopic level .Male, adult 40 Wistar- albino rat used in this study. Rats divided into 10 equal
groups as one control, 9 treatment groups. All rats were sacrified after 5th 10th and 15th days of the
study.And their quadriceps femoris muscle tissues were examined in light microscopy. In control group
there was no histopatologic changes determined on their muscle tissue samples. But on the other hand, in
the treatment groups, some histopathologic changes were determined in different degrees. Generally our
findings were degenaration, contraction, necrosis, fibrosis in the perimisial area, central nucleus on the
muscle tissues. These findings were increased due to the high treatment dose and the long treatment time.
Histopathologic changes were increased due to the high treatment dose and the long treatment time.
Because of all these reasons, medical doctors will take care about the treatment dose and the long treatment
time of the atorvastatin.
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GIRIS
3-hydroxy—-3-methylglutharyl-
coenzyme AHMG-CoA) rediiktaz
inhibitorleri  (statinler), kardiyovaskiiler

hastaliklari Onlemede yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Miyopatinin ~ gelismesi,
tahminen statin monoterapisi sonucu %0,1
veya %0,5 oranminda degismekteyken,
rabdomiyoliz gelisme insidansida her sene
hastanede tedavi altina alinan 10.000
hastadan 0.44’iinde atorvastatin, simvastatin
ve pravastatin kullanimina baglh
gelisebilmektedir'?. Bazi arastirmacilar bu
olayin, hastanin viicut olciileri yasi cinsiyeti
renal ve hepatik fonksiyonlari, hipotiroidizm
ve  diyabet ile iliskili = oldugunu
gozlemislerdir™*, Statine bagh
miyotoksisitenin, biyokimyasal indikatoriide
kreatin kinaz seviyesinin de artmasidir. Buna
ragmen, statine bagli miyotoksisite normal
kreatin kinaz diizeylerinde de
gosterilmistir®.  Statinler hiicresel bazda
kolesterol sentezini inhibe etmekte, endotel
fonksiyonlarimt  diizenlemekte ve plak
olusumunu engellemektedir’®. Ancak, insan
viicudunda kolesterol sentezini baskilayan
statin  tiirevlerinin iskelet kasinda ve
karaciger hiicrelerinde olumsuz etkilerinin
oldugu ortaya ¢ikmistir. Karaciger kokenli
serum transaminaz seviyelerinin yiikselmesi
hastalarin %  1’inde,myotoksisite  ise
%0,1’inde  goriilmektedir’. Miyopatilerin
insidans1  diisiik olabilir, fakat statin
kullanimi arttikca bu  belirtilerin  veya
hastaliklarin artacagindan kaygi
duyulmaktadir. 2001 agustosunda  bir
hastanin statin tiirevi olan serivastatin
kullanimina baghi olarak rabdomiyoliz
gelismesi sonucu 6ldiigii bildirilmistir’. Bir
statin tlirevi olan atorvastatinin doza ve
kullanim siiresine bagli iskelet kasinda

olusturacagi olas1 yapisal degisikliklerin
histopatolojik  olarak ortaya konulmasi
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiza Dicle Universitesi Deney
Hayvanlan Etik Kurulundan onay alindiktan
sonra baglandi ve Calismanin basindan
sonuna kadar hayvan haklann bildirgesine
bagli kalindi.Bu calismada agirliklarn 230-
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250 gr. arasinda degisen, 6 haftalik 40 adet
eriskin erkek Wistar albino tiirii sigan
kullamldi. Hayvanlar her bir gurupta 4 adet
olacak sekilde bir kontrol ve dokuz deney
grubuna (Tablol) ayrildi. Deney siiresince
hayvanlar standart rat yemi ve musluk suyu
ile 20 + 2 °C de 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik ortamda paslanmaz celik kafeslerde
beslendi.

Tablo 1: Calisma gruplari

Gruplar Atorvastatin Siire
Dozu
Kontrol %0,5’lik  metil 5,10,15
seliiloz giin
D1 0,1mg/kg 5 giin
D2 0,1mg/kg 10 giin
D3 0,1mg/kg 15 giin
D4 0,5 mg/kg 5 giin
D5 0,5 mg/kg 10 giin
D6 0,5 mg/kg 15 giin
D7 1 mg/kg 5 giin
D8 1 mg/kg 10 giin
D9 1 mg/kg 15 giin

Atorvastatin %0,5 lik metilseliiloz i¢inde
¢oziildii ve dozajlar herbir rat’in viicut
agirhigimmin kg basina 5 ml olacak sekilde
ayarlanarak oral yoldan verildi. Atorvastatin
uygulamalar bittikten 24 saat sonra sicanlar
hafif eter anestezisi ile uyutuldu, arka
bacagin On yiizii femur hizasinda tras edildi,
asepsi ve antisepsisi yapildi. Daha sonra
kuadriseps femoris kaslar1 histopatolojik
inceleme icin cikarilarak %10 notral
formalin solusyonu i¢ine birakildi.

Bilinen rutin histolojik takiplerden sonra
doku Ornekleri parafin bloklara alindi.
Mikrotomda 4-6 mikrometre kalinlikta
kesitler alinip Hematoksilen-Eozin ile
boyamip Olympus marka BH2 i1k
mikroskobunda degerlendirildi.
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BULGULAR
Kontrol grubu
grubu

Kontrol kuadriseps  femoris

kaslarinin histolojik kesitinde kas liflerinin
birbirine paralel diizenli bi¢cimde olduklari,
periferde yerlesmis niikleuslarinda yapisal
herhangi bir degisiklik olmadift g6zlendi
(Resim 1).

Resim-1: Kontrol grubu: Iskelet kasmin enine kesiti, kas demetlerinde perifasikiiler yerlesimin ve
intersisyel bag doku alaninin normal goriinimii (H&E, Orijinal biiyiitme X 82).

D1 Grubu
5 giin boyunca 0,1 mg/kg Atorvastatin
verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan
doku orneklerinin histopatolojik
incelenmesinde, ¢izgili kas liflerinin diizenli
bir yerlesim gosterdigi ancak baz1 kas
liflerinde minimal diizeyde nekrotik alanlar
gozlendi. Aym kesitin intersisyel bag dokusu
incelendiginde hem bag doku hiicrelerinde
hem de bag doku liflerinin dagiliminda
herhangi bir degisiklik gozlenmemekteydi.
D4 grubu
5 giin boyunca 0,5 mg/kg Atorvastatin
verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan

doku orneklerinin histopatolojik
incelenmesinde, kas liflerinin sentral
bolgesindeki  niikleuslarin  arttif1,  kas

liflerinde nekrotik fibriller alanlar izlendi.
D7 Grubu
5 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin
verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan
doku orneklerinin histopatolojik
incelenmesinde, kas liflerinin  niikleus

yapistnin  ovallestigi,  intersisyel bag
dokusunda artis ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu izlendi .

D2 Grubu

10 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin
verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan
doku orneklerinin histopatolojik
incelenmesinde, kas liflerindeki
kontraksiyona bagli olarak bazi boliimlerde
ayrilma, catallanma, nekrotik alanlar ve
sentral niikleusta artig gozlendi .

D5 grubu

10 giin boyunca 0,5mg/kg/ Atorvastatin
verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan
doku orneklerinin histopatolojik
incelenmesinde kas liflerindeki niikleuslarin
formasyon degisikligine bagli  olarak
ovallesme ve sentralde yer almalar dikkat
cekiciydi. Ayrica kas liflerinin
kontraksiyonu sonucu yer yer nekrotik
fibriller alan izlenmekteydi (Resim 2).
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Resim 2: D5 Grubu, 10 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin 151k
mikroskobik goriintimii; sentral ve oval niikleuslar gozlenirken, kas liflerinde nekrotik ve kontraktil alanlar
belirlendi. SN: sentral nukleus ON: oval nukleus, NF: nekrotik fibriler alan, K:kontraktil alan (H&E
Orijinal bityiitme X 164).

D8 Grubu incelenmesinde kas liflerinin niikleuslarinda
10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin ovallesme ve nekrotik

verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan fibriller alanlar izlendi. (Resim 3).

doku orneklerinin histopatolojik

Resim 3: D8 Grubu, 10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris
kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; kasliflerinde hipertrofi, nekrotik ve kontraktil alanlar gozlenirken,
niikleuslarda ovallesme tespit edildi. G:Kas liflerinde hipertrofi, NF: Nekrotik fibriller alan, ON: oval
niikleus K:kontraktil alan (H&E, orijinal biiytitme X 164).
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D3 Grubu

15 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde kas liflerindeki kontraksiyonun artmasina bagh
olarak nekrotik alanlardaki artisin yani sira vakuoller yapida izlendi.

Intersisyel bag dokusunda ise hafif derecede 6dem ve damarlarda dilatasyon izlendi
(Resim 4).

Resim 4: D3 Grubu, 15 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris
kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; kasliflerinde kontraksiyon, nekroz, vakuoler yapilar ve 6dem tespit
edilirken, damarlarda vazodilatasyon gozlendi. O: Odem, V: Vakuol, NF: Nekrotik fibriler alan,
K:Kontraksiyon, DD: Vazodilatasyon (H&E,orijinal bilyiitme X 164).

D6 grubu
15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku

orneklerinin histopatolojik incelenmesinde kas liflerinde kontraksiyona bagli olarak yer yer
nekrotik fibriler alan, niikleuslarda ovallesme ve sentral nukleus izlendi (Resim 5).

Resim 5: D6 Grubu,15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin
151k mikroskobik goriiniimii; sentral ve oval niikleuslar tespit edilirken, kas liflerinde nekrotik ve kontraktil
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alanlar izlendi. NF: nekrotik fibriler alan, ON: Oval nilkleus SN: Sentral niikleus, K: Kontraksiyon

(H&E,Orijinal biiyiitme X 164).

D9 Grubu

15 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin
verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan
histopatolojik

doku orneklerinin

incelenmesinde kas liflerinde ileri derecede
nekrotik alanlar oval niikleuslar ile yer yer
niikleuslarda piknoz izlendi (Resim 6).

: D9 Gruu, 15 giin boyunca mg/kg

Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris

kasimin 151k mikroskobik goriiniimii; kas liflerinde nekroz goriiliirken, niikleuslarda ovallesme ve
piknoziz. NF: Nekrotik fibriller alan, P:Piknoz, ON: Oval niikleus (H&E,orijinal biiyiitme X 164).

TARTISMA

Insanlarda ve bazi deney
hayvanlarinda statin kullanimina baglh olarak
gelisen kas miyopatisi ile ilgili histopatolojik
degisiklikler pek cok arastirict tarafindan
tammlanmistir' . Sicanlarda statinlerle
ilgili yapilan calismalarda genel anlamda
iskelet kaslarinda inflamasyon ve nekroz
?Snemli sayilan bulgular i¢inde yer almistir'”

Schafer ve ark.'® bir statin tiirevi olan

cerivastatini 10 giin siireyle sicanlara
uygulayip, 151k mikroskobu ile
degerlendirdiklerinde —quadriceps femoris

kasinda herhangi bir degisiklik olmadigim
tespit etmislerdir. Calismamizda 10 giin siire
ile  0,1-0,5 mg/kg/giin  atorvastatin
verdigimiz rat quadriceps femoris kasinin
151k mikroskobik bulgularinda, sentral
nitkkleus artigi, kas liflerinde dejeneratif
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degisiklikler ve nekrozda artis tespit ettik.
Bu bulgularimiz Schafer ve ark.'® ortaya
koyduklar1 bulgularla farklilik
gostermektedir. Oysa Schafer ve ark. bir
statin tiirevi olan cerivastatini yiiksek
dozlarda 12 ve 15 giin siire ile verdiklerinde
ise quadriceps femoris kasinda dejenerasyon
ve birtakim biyokimyasal degisikliklere
neden oldugunu, 0,5 — Img/kg 15 giin siire
ile uyguladiklar cerivastatinin etkisine bagh
olarak ise, kas liflerinde nekroz, kas lifleri
arasinda makrofaj infiltrasyonu, yer yer
fibroblast proliferasyonu ve endomisyal
kilifta  bagdoku  artisginin  oldugunu
gozlemislerdir. Schafer ve ark.'® yiiksek
dozda cerivastatin verdikleri bulgular ile
bizim 0,5-1mg/kg 10-15 giin siire ile
atorvastatin verdigimiz ratlarin quadriceps
femoris kaslarindaki bulgular ile bizim
bulgularimiz  paralellik  gostermektedir.
Yiiksek doz ve uzun siireli cerivastatin ve
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atorvastatin tedavisinde quadriceps femoris
kasinda benzer etkilerin ortaya ¢iktig, diisiik
dozda ise iki ilacin birbirinden farkh
sonuglara neden oldugunu soyleyebiliriz.
Waclawik ve ark."” 10 giin siire ile bir
statin tiirevi olan lovastatin uyguladiklart
ratlarin ~ gastrocnemius  kasinda, 11k
mikroskobik diizeyde degerlendirdiklerinde
miyopatik  degisiklikler — gozlemislerdir.
Waclawik ve arkadaslari 10 giin siire ile
lovastatin uyguladiklar ratlarin
gastrocnemius kaslarini ayrica
degerlendirdiklerinde =~ kas  fibrillerinde
nekroz  ve  makrofaj infiltrasyonuna
rastlamiglardir. Bu bulgular ile, bizim
calismamuzdaki 10 giin siireli atorvastatinin
grubundaki hem ilag dozu uygulamasi
hemde siire bakimindan
degerlendirildiginde, 151tk  mikroskobik
bulgularimiz ile benzerlik gostermektedir.
Bundan farkli olarak sentral niikleus artis1 ve

niikleuslarin ~ ovallesmesi  bizim  farkl
bulgularimiz oldu. Sonug olarak;
Atorvastatin’in  iskelet kasi  {izerindeki
histopatolojik  etkisinin  diisiik  dozdan

baslayarak yiiksek doza, dogru orantili
olarak artis gosterdigi, Niikleuslardaki
ovallesmenin ve sentrallesmenin nedeninin;
kas liflerindeki protein sentezini ve kas

liflerindeki rejenerasyon hadisesini
gosterdigi, bu arastirmanin sonuclar1 olarak
ortaya cikmaktadir.

Bu nedenlerle; atorvastatinin iskelet
kaslarinda gostermis oldugu toksik etki ile
birlikte, doz ve zaman baz alinarak, klinik
acidan hasta tedavilerinde daha dikkatli
davranilmasi gerektigi kanaatine varildi.
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