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RESUMO

Devido ao fato dos camundongos mdx, modelo experimental da distrofia muscular de
Duchenne, apresentarem peroxidacdo lipidica da membrana causada pelo aumento da
producao espécies reativas de oxigénio (EROs) no periodo que antecede o inicio da
degeneracao das fibras musculares, sugere-se que o estresse oxidativo pode ser um dos
mecanismos primarios da degeneracdo muscular distréfica, ao invés de ser um efeito
secundario deste processo. Camundongos mdx tratados com o antioxidante N-acetilcisteina
(NAC) apresentaram diminuicdo da degenera¢do muscular. De acordo com a literatura a
associacdo de NAC com Deferoxamina (DFX) produz resultado mais efetivo contra o
estresse oxidativo do que a administragdo de NAC isoladamente. Desta forma, o objetivo
do presente estudo foi de verificar, através de analises morfoldgica, celular e bioquimica, se
o tratamento in vivo e in vitro com a associacdo de NAC e DFX diminui a producio das
EROs. Para os estudos in vivo foram utilizados camundongos C57BL/10 (grupo controle) e
camundongos mdx, com 14 dias de vida pds-natal. Os camundongos mdx e C57BL/10
foram divididos em 4 grupos experimentais: tratados com salina, tratados com NAC+DFX,
tratados com DFX e tratados com NAC (150 mg/kg) por 14 dias. Todos os animais foram
submetidos a anélise de medida de for¢a. Os musculos Esternomastéideo (STN), Diafragma
(DIA) e Tibial Anterior (TA) foram retirados e submetidos as técnicas histologicas (HE,
azul de Evans e reacdo de DHE), Western Blotting (TNF-a, NF-«B, MyoD, MAFbx ¢ 4-
HNE). Plasma sanguineo foram utilizadas para determinagdo de creatina quinase (CK) e de
citocinas inflamatérias. Nos experimentos in vitro foram utilizados os musculos do membro
pélvico de camundongos C57BL/10 e mdx com 14 dias de vida. As culturas de células
musculares foram utilizadas para analises de viabilidade celular (Trypan blue, MTT e

vermelho neutro), anélise de calcio e Western Blotting ap6s serem tratadas ou ndao com
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NAC e DFX. O tratamento com NAC, DFX e NAC+DFX apresentou efeito benéficos
sobre as fibras musculares distroficas, tanto nos experimentos in vivo quanto in vitro,
reduzindo a degeneracdo muscular, a inflamacao exacerbada, a peroxidagdo lipidica e a
producao de EROs. Tanto o tratamento isolado dos medicamentos quanto a associagao
apresentou potencial efeito, entretanto em alguns experimentos a associacdo mostrou-se
mais eficaz contra os danos provocados pela distrofia.

Palavras chaves: Cultura primaria de célula muscular, Deferoxamina, Distrofia muscular,

EROs, N-acetilcisteina, mdx.
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ABSTRACT

Due the fact of mdx mice, an experimental model of Duchenne muscular dystrophy,
presenting the lipid peroxidation of membrane caused by increased production of reactive
oxygen species (ROS) in the period that preced the onset of muscle fibers degeneration, it is
suggested that stress oxidative may be one of the primary mechanisms of dystrophic muscle
degeneration, rather than a side effect of this process. Mdx mice treated with the antioxidant
N-acetylcysteine (NAC) showed a decrease in muscle degeneration. According to the
literature the association of NAC with Deferoxamine (DFX) produces more effective
results against oxidative stress than NAC alone. Thus, the aim of this study was to verify,
through morphological analysis, cellular and biochemistry, if the in vivo and in vitro
treatment with the combination of NAC and DFX decreases the ROS production. For in
vivo studies were used C57BL/10 mice (control group) and mdx mice, with 14 days
postnatal. The mdx and C57BL/10 mice were divided into 4 experimental groups: treated
with saline, treated with NAC + DFX, treated with DFX and treated with NAC (150 mg/kg)
for 14 days. All animals were subjected to strength measurement analysis. The
Sternomastoid (STN), Diaphragm (DIA) and Tibialis anterior (TA) muscles were removed
and submitted to histological techniques (HE, Evans blue dye and DHE reaction), Western
Blotting (TNF-0, NF-kB, MyoD, MAFbx and 4-HNE). Blood plasma was used for
determination of Creatine kinase (CK) and inflammatory cytokines. In the in vitro
experiments, the muscles of the pelvic limb of C57BL/10 and mdx mice with 14 days
postnatal were used. The muscles culture cells were used for cell viability analysis (Trypan
blue, MTT and Neutral red), calcium analysis and Western blotting after being treated or

not with NAC and DFX. Treatment with NAC , DFX and NAC + DFX showed benefic
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effect on dystrophic muscle fibers, both in vivo and in vitro experiments, reducing muscle
degeneration, exacerbated inflammation, lipid peroxidation, and ROS production. Either
the isolated or the combination treatment of medication showed a potential effect, however
in some experiments the combination was more effective against the damage caused by the

disease.

Key Word: Primary muscular culture cells, Deferoxamine, muscular Distrophy, ROS, N-

acetylcisteine, mdx.



SUMARIO

RESUMO.....uuiiinuiiieicsancsssnsssnsssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssssssssssssasssasss VII
ABSTRACT ..ucooviiininneinsancssissasesssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssassssssssssossssssasssssssssssssasssasss IX
AGRADECIMENTOS ....cooniiniinninnnicsssssssssssssssssssssssasssssssssssssasssasssssssssssssssssassssssssssessas XV
LISTA DE ABREVIATURAS.....ccooiiiiiiniinninsnissssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss XXI
1.0 INTRODUGAQ ..coueeincnnsenssncnssensssssensssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
1.1  DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE .......coctiiiiiiiiniiinieeniieeiee sttt et siee e 1
1.2 MODELO EXPERIMENTAL DA DMD: A LINHAGEM MDX .....cceveeueeniienieeniieeieeneenieens 3
1.3 AS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E A DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE....4
L4 ANTIOXIDANTES ...uitieiiiieiiteeeitee ettt e ettt e st e ettt e e sat e e st eeeabteesabteesabeeenabeesnbeesbbeesneeas 6
1.4.1  N-Acetilcisteina (NAC) .........cccooouaiiiiiiiiiiiieee e 6
1.4.2  Deferoxaming (DFX) .........cccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 8
2.0 OBJETIVOS ..uuciiiuiiinnricsenesssensssessssssssssssssssasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssassssssssssssssss 11
2.1 OBIETIVO GERAL....tiiuitiiiiiiieeiteeiieesit ettt ettt e bttt nbte st e sbee et esbeesaneenneeenne 11
2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ...cuuttiiiiiiiiiiieiieeiteet ettt et 11
3.0  MATERIAIS E METODOS ......occerrerernsesesessesssessessssessessssessssssessssesssssssesssseses 13
3.1 ANIMALIS ettt ettt ettt et b e et e bt et e s ht e et e e she e e bt e bt et e s aeeenbeenaees 13
3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL “IN VIVO” ...ccutieiiiiaiiieiaiieeeiieesiee et siiee s 13
3.2.1 GrUPOS EXPEFTIMENIALS ...ttt 13
3.2.2 TrQIAMENTO TH VIVO ...ttt 15
3.2.3  Medicdao da Forca Muscular .....................cccooeeeeeeeeeeeeiiiieeeeiieeeeeeeeeeen 15
3.2.4  Procedimento cirurgico para retirada dos musculos para andlise histologica
(HE € QZUL A EVANS) ........cceoveeiieeieee ettt s esnaeeens 16
3.2.5  Dosagem de Creatina-Quinase (CK), TNF-a, NF-kB e IL-1f em amostras de
SOIGUEC. ... et e et e e e et e e e st e e e ettt eeeaass et e e e e sebeeeeentaeee e e nbteeeeantbteeeeennraeeeann 18
3.2.6  Quantifica¢do de TNF-a, NF-kB (p65), MyoD, 4-HNE e MAFbx/Atrogin.... 19
3.2.7  Andlise histologica do figado .................ccoccoovoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 21
3.2.8  Determinagdo da atividade enzimatica da glutationa reduzida (GSH) ......... 22
3.2.9  Reacgdo Dihydroetidio (DHE) para detec¢do de EROs (Radical OH) ........... 22
3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL “IN VITRO” ....cccueeiuiiniiaiiinieeieeneeeieese e 23
3.3.1  Isolamento e cultura primaria de células musculares.................cc..ccooeuvo.... 23
3.3.2  Andlise da viabilidade celular..................c...cccooovvvivviiiiniiiiniiieeiieeeiie e 24
3.3.3 Tratamento I VITFO ............cccuueeeeeueiiee e e et e e e e saaaa e 26
3.3.4  Andlise do calcio nas culturas de células (FLUO-4) ..........cccoevveevcveannnnn. 27
3.3.5  Deteccdo H202 (AMplex Red) ...........ccoooeeceeiiiiaiiaiiieiesie e 28

xi



3.3.6  Quantifica¢do de TNF-0, NF-kB, MyoD e 4-HNE............ccccccovvravvenunannn. 28

3.4  ANALISE ESTATISTICA (TRATAMENTO IN VIVO E IN VITRO) ....veeeeuvieeirieenree e 28
4.0  RESULTADOS ...coooiiitinniinninssinssissssssssssssssssssosssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssassss 31
4.1 EXPERIMENTOS “IN VIVO” ..c..eoviiiitiieiieieenee ettt sttt 31
4. 1.1 PeSO COTPOTAL ... 31
4.1.2  ANGLSE de FOVCA. ... 32
4.1.3  Andlise Qualitativa (Citotoxicidade) do Tecido Hepatico ............................. 33
4.14  Andlise Qualitativa do Tecido Muscular...................ccccccoevvvevciivcranieeainannnn. 34
4.1.5  Andlise Quantitativa do Tecido Muscular....................ccccoovevevevcianieeainannnn. 39
4.1.6  ANALISe de CK .........ooooveeeiieeee et 42
4.1.7  Andlise de Citocinas inflamatorias no plasma..................cccccovvveeveecneannnnn. 43
4.1.8  Reacgdo Dihydroetidio (DHE) para detecg¢do de EROs (Radical OH) ........... 44
4.1.9  Andlise de GSH em extrato muSCULAT ..................cccocevvuvieciieeiiieeiiieiiiieeeieen, 45
4.1.10  WeStern BIOHHING ...........c.coccviiiiiiiiiii ettt 46

4.2 EXPERIMENTOS “IN VITRO " .....ccceteiuiimiiaieenieeiteeeet ettt ettt e 52
4.2.1  Andlise da viabilidade celular.......................ccc.ccccoeveieiiiiiiiaiiiieiiieeiiie e 52
4.2.2  Andlise de Calcio nas culturas de células (FLUQO-4)..........cccccoevueevcveanunnnn. 54
4.2.3  AMPLEX RO ... e 56
4.2.4 WeStern BIOTHING ............c..coovueeiiiieeiie et 57

5.0 DISCUSSAQ .cucuuinninncnrcnscsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 59
6.0  CONCLUSAOQ.....ciminnisncinssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 75
7.0 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ......euneemreennennscnssesssssssessssessssssssssssssssssessens 77
8.0 ANEXOS ..uuouvireisuinsunssenssnsssnssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssss 97
ANEXO 1 — CERTIFICADO COMITE DE ETICA .........ooooviveiseeeeeeeeeeeeeeeee e 97

Xii



Dedico...

A minha esposa Fernanda dos Santos Rapucci Moraes e a minha filha Alicia Santos
Rapucci Moraes.

xiii



Xiv



A beleza esta na simplicidade. Precisamos de
pouco para viver, mas corremos atras de muito.
Somos enfeiticados por um consumo excessivo,
onde temos que ter mais a cada dia.
Nem sempre o melhor carro, a melhor casa, as
belas joias sdo sinonimos de felicidade.
Valorize o amor.
Valorize a vida.

Orlando Ferraz

XV



Xvi



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me proporcionar a vida, e se estou enfrentando
os obstaculos e as dificuldades diarias, Ele me conforta para seguir em frente lutando!

A tamanha compreensdao e infinito apoio da minha esposa Fernanda dos Santos
Rapucci Moraes, que com a Graga de Deus pode conceder um fruto do nosso matrimonio
chamado “Alicia”. Saiba que, sem vocé por perto, tudo seria mais dificil!

Aos meus pais Osvaldo e Creusa. Nao sdo nomes cientificos, mas sdo os principais
autores para isto acontecer. Obrigado pela educagdo, amor, carinho e ajuda que me deram,
hoje e sempre. Em todos os momentos agradeco infinitamente!

Aos meus irmaos ¢ cunhadas Luis Gustavo, Luis Eduardo, Ana Caolina e Aline,
obrigado pelo Carinho!

Aos meus sogros Carlos e Carmen e cunhados Vanessa, Fabio e Milena ¢ ao
sobrinho Luis Eduardo, obrigado pela compreensdo e ajuda que nos proporcionam sempre
nas nossas vidas.

Agradego a orientadora, professora, amiga, conselheira Dra. Elaine Minatel, pela
presencga diaria no laboratdrio, conselhos e ensinos que sempre ajudam ao crescimento
técnico-cientifico e académico da minha vida particular e profissional.

Nao poderia deixar de agradecer aos amigos de trabalho do Laboratorio de
Plasticidade Muscular, Mestre Rafael Burgos, Mestrandos Tulio Hermes e Daniela
Mizobuti, Doutoranda Aline Macedo ¢ aos alunos de iniciacdo cientifica, Amanda
Harduim, Aline Reis, Livia, Jean Shiratori, Pamela Dias, Roberta Bolineli ¢ Maria
Luiza obrigado por toda ajuda neste trabalho e as horas de distragdo que me

proporcionaram.

Xvii



Aos amigos de Pos Graduacdo, Doutorandos Adriana Mauricio, Drielen, Juliano,
Samara, Isabel e Rodrigo, aos Doutores Gustavo, Ana Paula, Cintia, Taize e Renato
Ferretti obrigado pela paciéncia e ensinamentos de todas as técnicas que puderam me
passar.

Aos professores do Departamento de Anatomia, Dr. Humberto Santo Neto, Dra.
Maria Julia Marques, Dra. Valeria Quitete, Dr. Alexandre Leite, Dr. Marco Somazz,
Dr. Angelo Camilli, Dr. José Meciano, obrigado a todos vocés pelos sucessivos
ensinamentos.

Ao Professor Eduardo Caldeira, pela mao amiga que nunca se cansa de ajudar.

Agradeco aos técnicos e funciondrios do Departamento: Sr. Marcos, Lorivaldo,
Toni, Paulo, Walter e Sra. Marlene pelos auxilios quando requisitados.

Agrade¢o ao Programa de Poés Graduacdo em Biologia Celular e Estrutural, em
especial a secretaria Liliam Alves Senne Panagio, muito obrigado pela sua prestagdo e
aten¢do aos meus pedidos.

A banca examinadora, Doutores Elaine Minatel, Valéria Quitete, Jesus Andreo,
Maeli Dal Pai, Selma Maria, Adriana Pertille, Taize Machado e Renato Ferretti, por
aceitar o convite e colaborar para o crescimento técnico-cientifico.

Agradeco aos amigos do ECC — Liceu Salesiano (Grupo Esperanca), na alegria e
na tristeza sempre oraram e acreditaram em meus propoésitos.

A FUNCAMP pelo auxilio financeiro concedido durante o Programa Estagio
Docente (PED).

A CAPES e ao CNPq pelo subsidio financeiro e agilidade na prestacdo de seus

Servigos.

xviii



Agradecimento em especial a Fapesp, processo 2010/01087-4 pela concessao de
bolsa e financiamento do projeto, o que tornou possivel a execucdo e finalizagdo deste

trabalho.

XiX



XX



LISTA DE ABREVIATURAS

4-HNE - 4-Hidroxinoneal

AA - Acido ascorbico

AE - Azul de Evans

C57BL/10 - Camundongo controle

Ca®" - fons calcio

CDG - Complexo distrofina-glicoproteinas
CK - Creatina quinase

Ctrl - Grupo controle C57BL/10

Cu(II) - Cobre

DFX - Deferoxamina

DIA - Musculo Diafragma

DMD - Distrofia muscular de Duchenne
EROs - Espécies reativas de oxigénio

HE - Hematoxilina-Eosina

H202 - Peréxido de hidrogénio

HCIO - Acido hipoclorito

Inf/Reg - Area de inflamagcio e regeneragio
IL-1p - Interleucina 1 beta

L - Radical lipidico

LOO - Radical peroxila

Mdx- Camundongo murine dystrophin X-linked

mdx D - grupo mdx tratado com Deferoxamina

mdx N - grupo mdx tratado com N-Acetilcisteina

mdx ND - grupo mdx tratado com associagdo de N-Acetilcisteina e Deferoxamina

mdx S - grupo mdx controle tratado com solucao salina

NAC - N-Acetilcisteina

NAC+DFX - Associacdo de N-Acetilcisteina ¢ Deferoxamina

NC - Nucleo central

NF-kB - Fator de transcri¢cao nuclear

xxi



NP - Nucleo periférico

NO - Oxido nitrico

aNOS - Oxido nitrico sintase neural

O-2- Anion radical superéxido

03 - Ozo6nio

OH - Hidroxila

OOH - Peroxila

ONOO- Peroxido nitrito

02 - Oxigénio

PBS — Phosphate buffer saline (tampao fosfato salina )
Reg - Area de regeneragio

RO - Alkoxil

ROOH - Peréxido organico

ROS - reactive oxygen species (espécie reativa de oxigénio)
SAC - Canal ativado por alongamento

STN - Miusculo esternomastoideo

TA - Musculo tibial anterior

TNF- Fator de necrose tumoral alfa

xXxii



1.0 INTRODUCAO

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) se destaca, dentre as distrofias
musculares, por ser a mais comum ¢ a mais devastadora das distrofias. Foi descrita pelo
médico Duchenne em 1861, na segunda edi¢cdo de seu famoso livro de aplicagdo da
eletricidade na medicina. Naquele momento, devido ao prejuizo intelectual da criancga, ele
sugeriu que a doenca devia ter uma origem cerebral. Mas, em 1868 perante a uma série de
registros de casos, o autor apontou a musculatura esquelética como o tecido originario da

doenca (DUCHENNE, 1868).

Além de outros relatos do século XIX, ha registros que sugerem a presenca da
distrofia muscular em sociedades bem mais antigas. Um exemplo ¢ um desenho no templo
egipcio da rainha Hatshepsut, que reinou entre 1500 e 1480 a.C. Os egipcios fizeram uma
expedi¢do para Punt e o desenho mostra a rainha de Punt e seus familiares dando-lhes as
boas vindas — o que chama a atengdo ¢ que a rainha e sua filha apresentam anormalidades

na musculatura das pernas, na postura e na aparéncia facial (DUBOWITZ, 1975).

Atualmente o conceito de distrofia muscular engloba mais de 30 diferentes doengas
genéticas causadas por mutacdes em diferentes genes, resultando geralmente em
degeneracdo muscular, prejuizos locomotores e, na maioria dos casos, morte precoce

(DALKILIC; KUNKEL, 2003; DAVIES; NOWAK, 2006).

Esta ¢ uma doenga degenerativa progressiva das fibras musculares que atinge cerca

de 1 a cada 3.500 individuos do sexo masculino; Onde os primeiros sinais clinicos da



doenga manifestam-se ao redor dos quatro anos de idade através da dificuldade de caminhar
e erguer-se de superficies, progredindo para escoliose, incapacidade de locomogdo e
finalmente morte do paciente, que ocorre em geral por volta dos 20 anos de idade,
frequentemente por broncopneumonia e/ou faléncia cardiaca; Esta ¢ uma miopatia ligada ao
cromossomo X, que afeta, principalmente, individuos do género masculino, € que sua
anormalidade genética esta presente no brago curto do cromossomo X (locus Xp21.1) cujo

produto normal ¢ uma proteina denominada distrofina (ENGEL et al., 1994).

A distrofina ¢ encontrada na face citoplasmatica do sarcolema, ligada aos
miofilamentos da fibra muscular e a um complexo de glicoproteinas da membrana. O
complexo distrofina glicoproteinas (CDG) ¢ constituido de proteinas sarcolemais e
expresso em alta concentragdo no musculo esquelético estriado (RANDO, 2001). A falta de
distrofina e de componentes do CDG interrompe a liga¢do entre a matriz extracelular e o
citoesqueleto da fibra, promovendo a instabilidade do sarcolema durante a contracdo
muscular. Dessa forma, ocorre influxo exacerbado de ions calcio, hipercontragdo
miofibrilar, ativacdo de proteases endogenas e necrose da fibra muscular (BIGGAR et al.,

2002; BOGDANOVICH et al., 2004).

Embora tenham se passado 150 anos desde a descoberta da doenca, ela permanece
incuravel. Entretanto, os avancos da medicina e das técnicas de reabilitacio fornecem
suporte para os problemas secundarios, como fraqueza muscular e insuficiéncia
respiratoria, melhorando a qualidade de vida e prolongando a sobrevivéncia destes

pacientes (BOGDANOVICH et al, 2004).



1.2 Modelo experimental da DMD: a linhagem mdx

O conhecimento dos fendmenos bioldgicos envolvidos na DMD teve um grande
avango com o aparecimento de uma linhagem de camundongos, a linhagem mdx (X

chromosome-linked muscular dystrophy) (BULFIELD et al., 1984).

Estudos genéticos demonstraram que, nos camundongos mdx, o gene afetado ¢
homoélogo ao dos pacientes com DMD, apresentando também auséncia de distrofina,
tornando-o um valioso modelo para estudos da DMD. O mutante mdx foi, inicialmente,
identificado na colonia de camundongos C57BL10/ScSn (LEFAUCHEUR; PASTORET;

SEBILLE, 1995).

O camundongo mdx ¢ o modelo animal preferido da DMD devido a larga
disponibilidade e baixo custo de producdo e manutencdo (TANABE; ESAKI; NOMURA,
1986; HAMER et al., 2002). Embora o camundongo mdx apresente intenso infiltrado
inflamatorio nas areas de mionecrose, difere da distrofia humana por ndo apresentar fibrose
intensa e deposito de tecido adiposo na maioria dos tecidos musculares esqueléticos.
Machos e fémeas sdo afetados e os musculos do mdx regeneram sucessivamente apos

necrose, pelo menos durante a fase adulta do animal (CULLEN; JAROS, 1988).

Estudos mostraram que no sétimo dia pds-nascimento os camundongos apresentam
cerca de 0,62% das fibras musculares regeneradas. No décimo quarto e vigésimo primeiro
dias, 2,2% e 5%, respectivamente, periodo caracterizado como estado pré-necrotico
(MINATEL; NETO; MARQUES, 2003; PORTER et al., 2003). No periodo entre 21 e 28
dias de vida pds-natal, observa-se extensa area de necrose no musculo tibial anterior destes
animais (SHAVLAKADZE et al., 2004). A intensa necrose miofibrilar, observada neste

periodo, providencia um excelente modelo para o estudo de intervengdes terapéuticas
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designadas para prevenir ou reduzir a necrose, uma vez que a redugao da miopatia €

facilmente identificada (RADLEY; GROUNDS, 2006).

Entre 35 e 90 dias a necrose atinge seu apice, comprometendo um grande niimero de
fibras. Neste periodo encontram-se mais de 50% das fibras do musculo em regeneracao,
com diametro variavel e centronucleagdo. Com cerca de 120 dias de idade, praticamente
todas as fibras do musculo encontram-se regeneradas (TANABE; ESAKI; NOMURA,

1986).

1.3 As Espécies Reativas de Oxigénio e a Distrofia Muscular de Duchenne

Muitos trabalhos tém sugerido o envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia das distrofias musculares. Dentre estes podemos destacar os que enfocam que
as células musculares distroficas sdo mais susceptiveis as espécies reativas de oxigénio
(EROs) (RANDO et al., 1998; DISATNIK; DHAWAN; YU, 1998); os que relatam que os
radicais livres contribuem para a perda da integridade da membrana nas distrofias
musculares (MURPHY; KEHRER, 1989) e os que identificaram marcadores de estresse
oxidativo em musculos de pacientes com DMD e de camundongos mdx (RAGUSA;

CHOW; PORTER, 1997; RODRIGUEZ; TARNOPOLSKY, 2003).

Além disso, outros experimentos também observaram a redug¢do de moléculas
antioxidantes (glutationa, vitamina E) e alteragdes na concentracdo de enzimas
antioxidantes nas fibras musculares distréficas (MURPHY; KEHRER, 1989; RAGUSA,
CHOW, PORTER, 1997). Segundo Whitehead, Yeung e Allen, (2006) as EROs

possivelmente sdo mediadoras da lesdo do musculo distrofico. Foi observado que o



aumento da producdo das EROs, no periodo que antecede a qualquer necrose no

camundongo mdx, causa peroxidagao lipidica da membrana (DISATNIK et al., 1998).

Desta forma, sugere-se que o estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos
primarios da degeneracdo muscular distrofica, ao invés de ser um efeito secundario deste
processo. Esta hipotese € suportada por dois estudos in vivo, os quais demonstram reducao
da degeneracdo muscular em mdx tratados com antioxidante derivado do cha verde
(BUETLER et al., 2002) ou submetidos a uma dieta pobre em ferro, a qual reduz a

producdo de radicais hidroxila (BORNMAM et al., 1998).

O peroxido de hidrogénio (H,O;) formado pode ser também potencialmente
perigoso se houver metais reduzidos presentes nas células, pois pode se difundir facilmente
através das membranas celulares através dos metais de transigdo a exemplo o cobre (Cu'") e
ferro ferroso (Fe”"). Nesse sistema, a importancia do ferro ¢ mais pronunciada devido a sua
maior biodisponibilidade, e no organismo encontra-se complexado com proteinas de
transporte (transferrina) e armazenamento (ferritina e hemosiderina). H,O, pode reagir com
oFe*" e produzir o radical hidroxil (OH), (Equagdo (1), Reacdo de Fenton) (BARREIROS;
DAVID, 2006).

Fe** + H,O, — Fe** + HO" + HO (1)

O 4nion super 6xido (O,) pode reduzir ferro férrico (Fe’) para Fe*", o que sugere que
pode desempenhar dois papéis na producao de radical OH (Equacao 2, reacdo de Haber-
Weiss), possui habilidade de liberar Fe** das proteinas de armazenamento e também reage
com o radical OH produzindo oxigénio singleto (O;) (Equagdo 3) e com o 6xido nitrico

(NO) produzindo peroxinitrito (ONOOQO") (Equacao 4) (BARREIROS; DAVID, 2006).



A atuagao do radical (O,)) como oxidante direto ¢ irrelevante. Dentre os aminoacidos,
0 unico que sofre oxidagdo com radical O, ¢ a cisteina. A partir dessa reacao forma-se um
superoxido e o tiol-radical. E eliminado do organismo pela enzima superéxido dismutase
(SOD), que catalisa a dismutacdo de duas moléculas de O, em oxigenio e perdxido de
hidrogenio (Equacao 2). E quando nao eliminado do organismo pelas enzimas peroxidases

e catalase, pode gerar radicais hidroxila (BARREIROS; DAVID, 2006).

0, +H,0, ——» HO' + HO + O, @)
0, + 'OH — 'O, + HO' €)
NO" + 0~ —» ONOO- (4)

O radical hidroxil causa danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas
celulares do nticleo e mitocondrial. No DNA ele ataca tanto as bases nitrogenadas quanto a
desoxirribose. O ataque ao agucar pode ser realizado por abstracdo de um dos atomos de
hidrogénio e quase sempre leva a ruptura da cadeia de DNA. E quando produzido perto de
uma membrana, os lipideos podem ser oxidados por ele e podem iniciar uma reagdo em
cadeia com radicais livres que danificam a membrana gerando no final um peréxido
lipidico (LOOH). Um dos perigos da peroxidagao lipidica além do dano a membrana ¢ a
producao de subprodutos, tais como 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (FORMAN et al., 2009;

BARREIROS; DAVID, 2006).

1.4 Antioxidantes

1.4.1 N-Acetilcisteina (NAC)



N-Acetilcisteina (NAC) desenvolvido no ano de 1960 ¢ um tiol composto precursor
da L-cisteina e glutationa reduzida nas células, naturalmente encontrado nos vegetais
(ZAFARULLAH et al, 2003). E uma fonte de grupos sulfidril e removedores de
substancias reativas com o oxigénio (OH- e H,0,), geradas pela reagdo dos peroxinitritos,
como o NO e superéxidos (ARUOMA; HALLIWELL, 1989). O uso deste antioxidante
inibe a formacdo de radicais livres, apresenta resultados positivos no tratamento dos
camundongos mdx, e tem sido usado terapeuticamente pela propriedade de ser um
precursor da glutationa (DE FLORA et al, 1991), que ¢ um dos mais importante sistema
antioxidante da maioria dos tipos de tecidos in vivo (HALLIWELL; GUTTRIDGE, 1999).
Experimentos com camundongos mdx demonstraram que o tratamento com NAC previne o
aumento da permeabilidade da membrana, reduz o déficit de forca associado com dano
muscular induzido por estiramento (WHITEHEAD et al., 2008) e reduz os niveis de EROs

(WILLIAMS; ALLEN, 2007).

N-acetilcisteina ¢ um antioxidante eficaz para o musculo esquelético. Estudos em
musculo isolado demonstraram que o NAC protege contra estresse oxidativo causado por
contracdo induzida (SANDSTROM et al., 2006) e reduz a fadiga muscular (SMITH; REID,
2006). Além disso, apds administracdo oral, apresentou efeitos inibitorios na ativagdo do
NF-kB muscular em camundongo (FARID et al., 2005) e retardou a fadiga muscular em

humanos (McKENNA et al., 2006).

Embora os resultados demonstrem que o antioxidante NAC possa ser potencialmente
util para o tratamento farmacologico da distrofia muscular, ha hipoteses que o uso de NAC

pode ter limitagdes e apresentar efeitos pro-oxidantes em altas concentracdes (550 e 950



mg/kg), devido a facilidade com o qual interage com ferro (SPRONG, et. al., 1998;

RITTER; ANDRADES; REINKE, 2004).

1.4.2 Deferoxamina (DFX)

E um quelante hexadentado com uma alta afinidade e seletividade pelo ferro, uma
molécula de deferoxamina se liga a um atomo de ferro, formando um complexo estavel que
¢ excretado pela bile e pela urina. Utilizado clinicamente ha cerca de 35 anos, ¢ altamente
efetivo na profilaxia e tratamento da sobrecarga de ferro (SOUTO, 2006; JENSEN, et al.,
1996). DFX pode inibir reagdes geradoras de radicais livres, catalisadas por ferro. Estudos
anteriores mostram que DFX pode diminuir o dano oxidativo em modelos animais para

muitas doengas humanas (HALLIWEL, 1989).

O peroxido de hidrogénio uma vez formado pode se difundir facilmente através das
membranas celulares através dos metais de transi¢do a exemplo o Fe*, devido a sua maior
biodisponibilidade, onde no organismo encontra-se complexado com proteinas de
transporte (transferrina) e armazenamento (ferritina e hemosiderina) (WILLIAMS;
ZWEIER; FLAHERTY, 1996; SAAD; NAJJAR; AL RIKABI, 2001). O H,O, pode reagir
com o ferro ferroso (Fe*") e produzir o radical hidroxil (OH), um dos grandes causadores da
peroxidacdo lipidica; Quelante de ferro, como deferoxamina, ¢ vastamente utilizado na
literatura como antioxidante, retém o ferro do ciclo redox celular e, no entanto, inibe a
formacdo do radical hidroxila pela reagdo de Fenton ou Haber Weiss (WILLIAMS;

ZWEIER; FLAHERTY, 1996; SAAD; NAJJAR; AL RIKABI, 2001).



Desta forma, sugerimos que o uso de um quelante de ferro poderia reduzir este efeito
deletério das fibras musculares esquelética do camundongo mdx. De acordo com a literatura
a associagao de NAC e Deferoxamina (DFX), potente quelante de ferro que inibe reagdes
geradoras de radicais livres catalisadas por ferro e que diminui danos oxidativos em
modelos animais para muitas doencas (HALLIWEL, 1989; RITTER; ANDRADES;
REINKE, 2004), produz resultado mais efetivo contra o estresse oxidativo do que a

administracao de NAC isoladamente (AGUIAR Jr. et al., 2008; BOER et al., 2009).

No presente trabalho avaliamos os efeitos da associagdo destes dois antioxidantes

sobre as fibras musculares distroficas dos camundongos mdx.
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2.0

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente projeto foi analisar os efeitos in vivo e in vitro da associagao

dos antioxidantes NAC e DFX sobre o processo de degeneragdo muscular em camundongos

mdx.

2.2 Objetivos Especificos

In vivo

>

>

Avaliar a medida de for¢a dos animais antes e apds os tratamentos;

Determinar a concentracdo de CK e das proteinas inflamatérias TNF-a, NF-kB e

IL-1pB no plasma sanguineo dos diferentes grupos experimentais;

Analisar a degeneracdo muscular nos musculos STN, DIA e TA dos diferentes

grupos experimentais;

Avaliar se os tratamentos apresentam efeito citotoxico, por meio de andlise do

figado dos diferentes grupos experimentais;

Avaliar a producdo de EROs, através das analises do radical OH e do 4-HNE, nos

musculos STN, DIA e TA dos diferentes grupos experimentais;

Determinar a atividade enzimatica da glutationa reduzida (GSH) nos musculos

STN, DIA e TA dos diferentes grupos experimentais;
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» Determinar o contetido de TNF-a, NF-kB, MyoD e MAFbx/Atrogina nos musculos

STN, DIA e TA dos diferentes grupos experimentais.

In vitro
» Determinar a viabilidade celular ap6s os tratamentos;

» Avaliar a produgdo de EROs, através da analise do H,O, ¢ do 4-HNE nos diferentes

grupos experimentais;

» Avaliar qualitativamente e quantitativamente a concentracdo de calcio nos

diferentes grupos experimentais;

» Determinar o conteido de TNF-a, NF-xB e MyoD nos diferentes grupos

experimentais.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem mdx e C57BL10 (camundongos
heterozigotos para o gene que desencadeia a DMD e que deram origem a linhagem mdx),
de ambos os géneros, com 14 dias de vida pos-natal, obtidos de casais mantidos no biotério
do Departamento de Biologia Estrutural e Funcioanal do Instituto de Biologia. As matrizes
foram oriundas do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica (CEMIB) da
UNICAMP. Apds o nascimento, nos experimentos in vivo, os filhotes permaneceram com a
fémea até o 25° dia de vida pods-natal, sendo, posteriormente, separados. Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos em caixas plasticas com 12 horas de ciclo
claro/escuro, racdo e agua ad libitum. Os protocolos experimentais desenvolveram-se de
acordo com os principios €ticos na experimentacao animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal (COBEA), e aprovados pela Comissio de FEtica na

Experimentacdo Animal (CEUA-IB/UNICAMP #2128-1).

3.2 Protocolo experimental “In vivo”

3.2.1 Grupos experimentais

1) Grupo C57BL/10, constituido de camundongos da linhagem C57BL/10, foram

utilizados como controle para os grupos mdx experimentais:
A. Grupo controle tratado com solugao salina (CtrlS, n=25);

B. Grupo controle tratado com NAC (CtrIN, n=5);
13



C. Grupo controle tratado com DFX (CtrlD, n=5);

D. Grupo controle tratado com NAC e DFX (CtrIND, n=5).
2) Grupo mdx, constituido de camundongos da linhagem mdx:

A. Grupo mdx tratado com solugdo salina (mdxS, n=25);

B. Grupo mdx tratado com NAC (mdxN, n=25);

C. Grupo mdx tratado com DFX (mdxD, n=25);

D. Grupo mdx tratado com NAC e DFX (mdxND, n=25).

Durante todo o tratamento, do inicio (14° dia) ao final (28° dia) os animais foram
pesados diariamente para readequagdo da dosagem da droga. E na metade (21° dia) e no
final (28° dia) do experimento, todos os animais foram submetidos a analise funcional de

forga sobre o peso corporal.

Os musculos Esternomastéide (STN), Tibial Anterior (TA) e Diafragma (DIA) de 5
animais de cada grupo experimental (Ctrl e mdx) foram utilizados para as analises

histologicas.

O plasma sanguineo e os musculos STN, TA e DIA de 10 animais dos grupos CtrlS,
mdxS, mdxN, mdxD, mdxND foram utilizados para determinar a concentragdo de CK, das
citocinas TNF-a, NF-kB e IL-1p pelo método imunoenzimatico e o conteudo de TNF-aq,
NF-kB, 4-HNE, MyoD e MAFbx/Atrogina através do western blotting. Desses mesmos

animais, foi retirado o figado para analise morfolégica.
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Os musculos STN, TA e DIA de outros 5 animais dos grupos CtrlS, mdxS, mdxN,
mdxD, mdxND foram utilizados para determinar a concentragao do radical OH por meio da
reacdo dihydroetidio (DHE) e outros 5 animais para determinar a atividade enzimatica da

glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG).

3.2.2 Tratamento in vivo

A partir do 14° dia de vida pos-natal, os animais foram pesados diariamente e tratados

por 14 dias consecutivos conforme seu grupo:
A. grupo mdxS e CtrlS - 0,05mL de solucdo salina administrado por via intraperitoneal
(i.p.);

B. grupo mdxN e CtrIN - 150 mg/kg de NAC (Sigma, St. Louis, Mo.) diluido em

0,05mL de solugdo salina (i.p);

C. grupo mdxD e CtrlD - 150 mg/kg de DFX (Sigma, St. Louis, Mo.) diluido em

0,05mL de solugdo salina (i.p);

D. grupo mdxND e CtrIND — 150mg/kg de NAC + 150mg/kg de DFX diluidos em

0,05mL de solugdo salina (i.p).

3.2.3 Medic¢ao da Forca Muscular

Para a analise da for¢a dos camundongos foi utilizado um aparelho composto por:

uma base onde o animal ¢ colocado, uma barra de tragcdo ligada a um transdutor de forga (o
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qual mede a forga de tragdo aplicada a barra), e um aparelho chamado amplificador de pico
de tra¢do, que apresenta um display digital responsdvel por registrar a tragdo maxima
(expresso em gramas) aplicada a barra feita pelo animal imediatamente antes dele se soltar.
O aparelho ¢ conectado ao transdutor de forga através de um cabo. Procedimento: O
camundongo foi colocado sobre a base do aparelho, em frente a barra de tracdo de formato
circular. Instintivamente, o camundongo segura o circulo com suas patas dianteiras
enquanto ¢ tracionado para tras pela cauda, soltando somente quando ¢ incapaz de manter-
se agarrado. Assim que o animal solta o circulo de trac¢do, o resultado foi obtido através da

média das trés maiores medidas (Figura 1).

Figura 1. Aparelho utilizado para medir a forca muscular.

3.2.4 Procedimento cirurgico para retirada dos musculos para analise

histolégica (HE e azul de Evans)

Doze horas antes da eutandsia, os animais foram pesados e 0,1 ml de uma solugdo a

1% de azul de Evans (AE) para cada 10g de camundongo, foi injetada intraperitonialmente
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(solugao em PBS: 14g de fosfato de s6dio monobasico, 4,3 g de fosfato de potassio
dibasico anidro, 72g de cloreto de sdédio em um litro de agua destilada; ph 7,5), conforme
descrito por Hamer et al (2002) e Matsuda, Nishikawa, Tanaka (1995). Ap6s o tempo
acima referido, os animais foram anestesiados via intraperitoneal com solugao de cloridrato
de xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) na
propor¢ao de 1:1 e dose de 0,1mL/30g de peso corporal. Os musculos STN, DIA e TA
foram retirados, congelados em isopentano, resfriados a (-159°C) por nitrogénio liquido e
armazenados em biofreezer a —80°C. Para obtencao dos cortes em criostato (Microm-
HS%)%E), os musculos foram mantidos a —23°C, seccionados transversalmente na
espessura de8 um e coletados em lamina. Obteve-se 04 laminas com cerca de 12 cortes dos
musculos STN, DIA e TA dos referidos grupos experimentais, dois foram banhadas com
acetona por 15 minutos e, posteriormente, montadas em meio de montagem DABCO
(Sigma) para visualizacdo das fibras coradas com AE e duas foram coradas com HE e

montadas em resina.

Para a verificagdo da penetracdo do corante AE nas fibras musculares, os cortes
foram analisados em microscopio Optico de fluorescéncia (Nikon), sendo analisados 02
cortes de cada musculo e o niimero de fibras coradas foi quantificado e expresso em
porcentagem em relacdo ao nimero total de fibras da mesma sec¢do. As laminas coradas
com HE foram observadas em microscopio de luz. Avaliou-se o numero de fibras que
apresentam nucleo central (indicativo de fibras musculares regeneradas — TORRES;
DUCHEN, 1987) e de fibras com nucleo periférico (caracteristica de fibras normais). A
contagem da populacdo de fibras foi obtida através de um reticulo de cem pontos acoplado

a ocular do microscopio em objetiva de 20X, com auxilio de um contador manual. Todas as
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fibras dos cortes (fibras normais e regeneradas) foram contadas para estimar a populagdo
total de fibras de cada musculo, possibilitando a obtencdo da porcentagem de fibras
normais e regeneradas dos animais empregados no experimento. Quanto a analise da area
total e das areas de inflamagdo/regeneragdo, imagens dessas areas foram capturadas por
uma camera fotografica acoplada ao microscopio e analisadas pelo programa Image-Pro
Express. A area total da seccao transversal do musculo permitiu que fosse feita a estimativa

da porcentagem das areas de inflamacao/regenera¢do dos musculos distréficos analisados.

3.2.5 Dosagem de Creatina-Quinase (CK), TNF-a, NF-kB e IL-1§ em

amostras de sangue

Os animais foram anestesiados conforme descrito no item 3.2.4. A seguir, amostras
de sangue foram coletadas por pun¢do cardiaca. Parte das amostras foi utilizada para
determinar a atividade de CK e a outra parte para dosagem das citocinas TNF-a, NF-xB e

IL-1B.

Determinacdo da atividade de CK

As amostras foram centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K) a 3000 rpm,
por 10 minutos a 4°C. Utilizou-se o plasma obtido para determinar a atividade de CK
através do kit CK Nac Cinético Crystal da Bioclin. As absorbancias das amostras foram
lidas a 25°C utilizando-se espectrofotometro U.V. (Thermo Electron Corporation®
Spectrophotometer Genesys 20) com comprimento de onda de 340 nm e cubetas de quartzo

de 1 cm de caminho oOptico. Os valores foram expressos em U/L.
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Dosagem das citocinas IL-13, TNF-a e NF-kB por método imunoenzimatico

Para esta técnica, o mesmo procedimento descrito acima para coleta do plasma
sanguineo foi empregado, e o mesmo foi utilizado para determinar a dosagem de IL-1p,
TNF-o ¢ NF-«xB (PLOMGAARD et al., 2008), utilizando dos reagentes comerciais
imunoenzimatico da (Invitrogen, Life Tech.). As leituras das absorbancias das amostras
foram feitas pelo leitor de microplacas - Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy

HIM (Bio-Tek Instruments) com comprimento de onda de 450 nm.

3.2.6 Quantificacio de TNF-a, NF-kB (p65), MyoD, 4-HNE e

MAFbx/Atrogin

Ap0s retirada do sangue, os animais foram perfundidos com PBS e os musculos STN,
DIA e TA removidos e, quando coletado o montante de 10 animais, os musculos foram
macerados em pequenos pedagos e homogeneizados em 2 ml de tampao (Triton X-100 1%,
tris-HCI 100mM (ph 7,4), pirofosfato de s6dio 100mM, fluoreto de sédio 100mM, ETDA
10mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,Img/ml de aprotinina) a 4°C
usando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Kinematica Ag)
operado em velocidade méxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 11.000
rpm a 4°C por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado para andlise do extrato total. A
quantificagdo de proteina total foi realizada pelo método de (BRADFORD, et al. 1976). As
amostras do extrato protéico foram armazenadas em biofreezer -80°. Os extrato proteico

foram tratados com tampdo Laemmli (azul de bromofenol 0,1% e fosfato de sodio 1 M pH
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7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100mM, aquecidas em agua
fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto e armazenadas em biofreezer -80°. A
seguir, 30 pg de proteina foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 12% em aparelho
para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA).
A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos
a 120V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas foram
incubadas com solu¢do TBS-T (Trisma base 10mM, cloreto de sédio 150mM e Tween-20
0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir
a ligagdo ndo especifica de proteinas, sob agitagdo. Posteriormente, foram incubadas com
10pg de anticorpo primario: anticorpo policlonal anti-TNF-a, (policlonal de coelho,
AB2148P - Millipore); e/ou anticorpo policlonal anti-NF-«kB, (policlonal de cabra p65 (c-
20) sc-372 Santa Cruz Biotechnology); e/ou anticorpo policlonal MyoD (policlonal de
coelho (M-318) sc-760 Santa Cruz Biotechnology); e/ou anticorpo policlonal anti-4HNE
(policlonal de cabra (P-16) sc-130083 Santa Cruz Biotechnology); e/ou anticorpo policlonal
MAFDbx (policlonal de coelho (H-300) sc-33782 Santa Cruz Biotechnology) diluido em
10ml de solucdo basal contendo 3% de leite desnatado a 4°C “over night”. No dia seguinte,
as membranas foram lavadas por 30 minutos com solu¢cdo TBS-T e incubadas em 10ml de
TBS-T contendo 1% de leite desnatado e 2,5ug de anticorpo secundério (anti-mouse IgG
peroxidase; e/ou anti-rabbit IgG Peroxidase; e/ou anti-mouse IgG peroxidase) por duas
horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas
por 30 minutos com solugdo basal. Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas
foram expostas a solucdo de quimioluminescéncia (Super Signal West Pico
Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos, seguidas de exposi¢ao no equipamento G-BOX

(Syngene) acoplado a um microcomputador. As densidades das bandas e das amostras
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foram “salvas” no computador para quantifica¢ao, usando o programa GeneTool do proprio
equipamento G-BOX.

Para a normaliza¢ao dos dados obtidos foi realizado o controle interno através da
incubagdo das amostras com o anticorpo GAPDH (FL-335, rabbit polyclonal antibody,
Santa Cruz Biotechnology). O protocolo consiste na reutilizacdo das membranas utilizadas
para deteccdo do TNF-a, NF-xB, e/ou 4HNE. Para tanto, as referidas membranas foram
lavadas com TBS-T (solugcdo basal) trés vezes, por 10 minutos. Em seguida, foram
incubadas com 10 mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCl pH 7.5; B-Mercaptoethanol
0.1M; Uré¢ia 8M) durante 1 hora, a 60°C. Apods esse periodo, as membranas foram re-
equilibradas e lavadas com TBS-T. A seguir foram incubadas com 10ug do anticorpo
primario GAPDH e 2,5ug do anticorpo secundario (goat anti-rabbit IgG Peroxidase

labeled), seguindo o protocolo descrito.

3.2.7 Analise histolégica do figado

Ap6s retirada dos musculos do item 3.2.4, o figado desses animais foram retirados
para andlise histologica, com o objetivo de se avaliar possivel efeito citotoxico dos
tratamentos. O figado foi coletado e fixado em formaldeido a 10% por um periodo de 72 h.
Apos esse periodo, as amostras foram desidratadas em alcool etilico, diatanizados em xilol
e incluidos em polimero plastico. Dos blocos foram obtidos cortes com Sum de espessura,
os quais foram montados em laminas e corados com HE. As laminas foram analisadas em
microscopio de luz da marca Zeiss e os parametros avaliados foram as caracteristicas

morfologicas dos hepatocitos, nucleos e dos vasos (TERNEUS et al., 2008).
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3.2.8 Determinacio da atividade enzimatica da glutationa reduzida

(GSH)

Os animais foram anestesiados conforme descrito no item 3.2.4. Os musculos TA,
STN e DIA foram retirados ¢ homogeneizados em homogeneizador de tecidos com 1ml de
solugdo tampao fosfato tamponado (PBS). A seguir, as amostras foram imediatamente
imersas em nitrogénio liquido e armazenadas em biofreezer (-70 °C). Posteriormente foram

utilizadas para quantificacdo da atividade enzimatica.

Dosagem de grupamentos sulfidrila — GSH (FAURE: LAFOND, 1995)

As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos) € o
sobrenadante diluido (1:10) em tampao fosfato de sodio (0, 1 M, pH = 7,4). Em seguida, foi
feita a leitura da absorbancia de 100 mL da amostra, acrescidos de 100 mL de solugdo de
Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (Al). Apos esta leitura adicionou-se 20 mL
de acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzoico) diluido em metanol (DTNB — 0,01mM) e entdo foi
feita uma nova leitura (A2), a 412 nm, ap6s 15 min de reagdo, para determinagdo de
grupamentos sulfidrila ndo protéicos (GSH). A concentracdo de grupamentos sulfidrila

(tiol) é dada por (A1-A2)x1,57.

3.2.9 Reacao Dihydroetidio (DHE) para deteccio de EROs (Radical

OH)
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Os animais foram anestesiados conforme descrito no item 3.2.4. A produgdo de
EROs, radical OH especificamente, foi determinada por incubagao dos cortes histoldgicos
dos musculos TA, STN e DIA com 5 pl de DHE em PBS a 37°C durante 30 min. A
intensidade de DHE reativo por area do musculo foi quantificada através da mensuragao de
pixels excedente a um limite (70-255 comprimento de onda), que foi ajustado de forma a

eliminar a interferéncia de qualquer fluorescéncia de fundo (WHITEHEAD et al., 2008).

3.3 Protocolo experimental “In vitro”

3.3.1 Isolamento e cultura primaria de células musculares

Foram utilizados 10 camundongos das linhagens mdx e C57BL/, de ambos o0s sexos,

com 15 dias de vida pos-natal.

Os animais foram eutanasiados com super-dosagem de uma solucao de cloridrato de
xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) na propor¢ao
de 1:1 (intra-peritoneal) e rapidamente os musculos do membro pélvico dos camundongos
mdx foram isolados em DPBS contendo glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v). Durante
10 minutos. o tecido muscular foi triturado e a suspensdo digerida com colagenase II 1,5%
(w/v), tripsina 2,5% (w/v) e DNAse 0,1% (w/v) em DMEM contendo glicose 1% (w/v) e
penicilina 1% (w/v) a 37°C por 30 minutos. Adicionou-se em seguida DMEM (15 mL)
contendo soro de cavalo 10% (v/v), soro fetal bovino 10% (v/v), L-glutamina 2mM e
penicilina 1% (v/v) (meio de crescimento). A suspensdo foi centrifugada a 1000rpm, a 4°C
por 20 min. ¢ o sobrenadante descartado. Outro 20 mL do meio de crescimento foi

novamente adicionado, a suspensao foi filtrada através de um filtro estéril com poros de 50
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um e as células foram sedimentadas em placas de 6 pocos cobertos com matrigel 0,1%
(w/v) por 24 hs a uma densidade de 6x10* células por pogo. Entre 48-72h apés o inicio da
preparacdo das culturas, o meio de crescimento foi alterado para meio de fusdo contendo
soro de cavalo 10% (v/v) e L-glutamina 2mM (LYNGE; JUEL; HELLSTEN, 2001;
SILVEIRA et al., 2006). No 6° dia, as culturas de células foram utilizadas segundo os

tratamentos propostos.

3.3.2 Analise da viabilidade celular

Células musculares primarias mdx e C57BL/10, apds 6 dias de incubagdo, foram
tratadas com NAC, DFX e/ou associagdo de NAC e DFX por 24hs, para verificar a
citotoxicidade das drogas. Células mdx e C57BL/10 sem tratamento foram utilizadas como
controle. A viabilidade celular foi analisada através de trés parametros: coloragdo com
Trypan Blue, redu¢do do MTT e ensaio com a incorporacdao do Vermelho Neutro. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

Trypan Blue (Azul de Trypan)

Para a determinagdo da viabilidade celular, apds o tratamento proposto foi utilizado o
bio-reagente Trypan Blue (Sigma T6146). As células apos serem tratadas por 24h com as
respectivas drogas propostas, por volta do 7° dia, foram lavadas 2x em PBS, ressuspendidas
em soluc¢do de tripsina (1:10) e deixadas por 3 min. na estufa de CO2. Em seguida
adicionou-se PGM imediatamente, ¢ todo o contetdo foi transferido para um tubo

eppendorf, para centrifugacdo em S5min. a 200xg. O sobrenadante foi descartado e o
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conteudo celular novamente foi homogeneizado e centrifugado. Apds descartar o
sobrenadante, o conteudo celular foi diluido (1:10) em solugdo de Trypan Blue, e uma
quantidade foi pipetada na camara de Newbauer para contagem de células viaveis e ndo

vidveis para proceder-se com o seguinte calculo:

Viabilidade Celular (%) = total de células viaveis (ndo coradas) + total de células (coradas e

nao coradas) X 100.

Foram utilizadas cultura de células com 95% de células viaveis.

MTT

E uma anélise colorimétrica para quantificagdo de metabolismo mitocondrial e
atividade da cadeia respiratoria de células em resposta ao medicamento. O
métodofoibaseado na reducdo do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide] a formazan (SIEUWERTS et al., 1995). Procedimento: Para este
experimento as células apds serem tratadas, foram incubadas em meio DME sem vermelho
de fenol e em seguida foi adicionada uma quantidade de solugdo MTT (SIGMA M5655)
equivalente a 10% do volume de meio celular. E novamente as células retornaram para a
incubadora e permaneceram por 3-4 horas. Apos incubag¢do, todo o meio foi retirado e foi
adicionado uma quantidade igual de solvente MTT (30ml isopropanol : 100ul HCI 37%
P.A). A leitura foi feita por espectrofotdometro medindo absorbincia em 570nm, utilizando

aparelho ELISA (Synergy). As amostras foram feitas em triplicatas.
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Vermelho Neutro

E uma analise colorimétrica para quantificacdo de permeabilidade de membrana ¢
atividade lisossémica de células em resposta ao medicamento utilizado. E um ensaio de
sobrevivéncia/viabilidade celular, baseado na capacidade das células vidveis de incorporar
o vermelho neutro dentro dos lisossomos (GRIFFON, et al. 1995). A quantidade de corante
incorporado as células foi medida por espectrometria, a 540 nm, ¢ diretamente proporcional
ao namero de células com membrana intacta. Apos os devidos tratamentos as placas foram
retiradas da incubadora, todo o meio das células foi retirado e foi adicionado uma
quantidade igual de solucdo (25:1 de meio + vermelho Neutro), em seguida foi incubada
por 3 horas na incubadora de CO2 a 37°C. Apos 3 horas as células foram lavadas com PBS
e em seguida lavada com uma solucao de (1% CaCl, em Formaldeido 0,5%), apos lavagem,
adicionou-se solucdo (1% &cido acético em etanol 50%). As placas foram delicadamente
agitadas e colocadas no aparelho Sinergy para leitura por espectrofotometro a 540nm. As

amostras foram feitas em triplicatas.

3.3.3 Tratamento in vitro

Apos o periodo de diferenciacao (células musculares diferenciadas com propriedades
contrateis, 5°- 6° dia), as células da linhagem mdx foram tratadas por 24hs com NAC
(Sigma, St. Louis, Mo.) 10 mM, segundo (COTTER et al., 2007), DFX (Sigma, St. Louis,
Mo.), segundo 10 mM (DONGIOVANNI et al., 2008) e/ou NAC+DFX (COTTER et al.,
2007). Como nao foram obtidas células vidveis com associacao em igual molaridade entre

NAC e DFX, no tratamento com associacao foi utilizado metade da molaridade do DFX (5
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mM). Células nao tratadas da linhagem C57BL/10 e mdx foram usadas como controle.

3.3.4 Analise do calcio nas culturas de células (FLUO-4)

Analise qualitativa

Apoés a diferenciacdo, culturas de células, tratadas ou ndo com antioxidante e
bloqueador de canal de célcio, foram incubadas com o indicador de Fluo-4 AM (10 uM,
Molecular Probes) e Pluronic® F-127 por aproximadamente 60 min. A seguir, foram
analisadas em microscopio Optico de fluorescéncia invertido (Nikon Eclipse TS100) em
objetiva de 4,5X e 10X e comprimento de onda excitacdo/emissdo de 380/340 nm

(WILLIANS; ALLEN, 2007).

Analise quantitativa

Apoés a diferenciagdo, as culturas de células tratadas ou ndo com antioxidantes e
bloqueador de canal de célcio, foram incubadas com o indicador de calcio Fluo-4 AM (10
uM, Molecular Probes) e Pluronic® F-127 por aproximadamente 60 min. Em seguida, o
meio foi retirado; as células foram lavadas com PBS sem calcio, tripsinizadas com EDTA,
centrifugadas e ressuspendidas em meio.

Em seguida, 100 pL do meio foram coletados e a intensidade de fluorescéncia
determinada em 494 nm de excitagdo e 516 nm de emissdo em equipamento leitor de

microplacas Synergy 2 (Bio-Tek Instruments).
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3.3.5 Deteccio H202 (Amplex Red)

Culturas de células tratadas ou ndo com antioxidantes e quelante de ferro foram
mantidas a 37°C em solucao Krebs Ringer e carregadas com a sonda Amplex red (50uM) e
horseradish peroxidase (0,1U/mL) por 30 min. Apds este periodo, 100 uL do meio foi
coletado e a intensidade de fluorescéncia determinada em 530 nm de excitacao ¢ 590 nm de
emissdo em equipamento leitor de microplacas Synergy 2 (Bio-Tek Instruments). Como
experimento controle, foi preparado controle positivo e negativo. Para o controle positivo
foi utilizado 20 mM de H,0O, em solu¢do tampao. No controle negativo foi utilizado

somente solugdo tampao. Foram realizadas analises em triplicata.

3.3.6 Quantificacdo de TNF-a, NF-kB, MyoD e 4-HNE

Apos o tltimo dia com os referidos tratamentos, o meio de cultura foi removido, as
culturas lavadas com PBS e as células nas culturas raspadas e homogeneizadas
imediatamente em tampao de extracdo a 4°C usando uma seringa de 20mL. A seguir, os
extratos foram processados conforme protocolo descrito anteriormente para o0s

experimentos in vivo.

3.4 Analise Estatistica (Tratamento in vivo e in vitro)

Para analise dos resultados do experimento in vitro, assim como para os calculos
matematicos envolvidos nos estudos, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0. A partir

do programa foi executada uma (one way) ANOVA, e quando este resultou em um valor de
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p<0,05, diferencas estatisticas foram identificadas pelo procedimento de comparagao

multipla de Tukey (Tukey HSD, de Honestly Significant Difference)
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4.0 RESULTADOS

4.1 Experimentos “in vivo”

Obs: Para verificacdo de eventuais alteragdes morfologicas decorrentes dos tratamentos

utilizados, alguns experimentos (andlise histologica do figado e andlise quantitativa

morfoldgica dos musculos) também foram realizados entre os subgrupos do grupo controle

(CtrIN, CtrlD e CtrIND). Como nao foi constatada nenhuma alteragdo entres os animais do

grupo controle tratados com NAC, DFX e/ou a associacdo, nos demais experimentos

utilizamos somente o grupo CtrlS como controle do grupo mdlx.

4.1.1 Peso corporal

O peso corporeo dos animais nao diferiu significativamente entre os animias controle

CtrlS e os animais mdx; mdxS, mdxND, mdxN e mdxD (Tabela 1), (p>0,05, one way

ANOVA).

Tabela 1. Comparagdo peso corporal entre os grupos experimentais 21° e 28° dia

Grupo 21° Dia 28° Dia

Ctrl S 8,3+0,6 12,7+1,4
mdx S 8,6£1,1 12,0+1,9
mdx N 8,7+0,7 12,3+1,0
mdx D 8,7+0,3 12,6=1,2
mdx ND 7,8+0,4 11,6£0,3

Valores sdao expressos como média + desvio padrao. CtrlS: camundongo controle tratado
com salina (C57BL/10); mdxS: camundongo mdx tratado com salina; mdxN: camundongo mdx
tratado com N-Acetilcisteina; mdxD: camundongo mdx tratado com Deferoxamina; mdxND:

camundongo mdx tratado com N-Acetilcisteina e Deferoxamina. p> 0.05; one way ANOVA.
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4.1.2 Analise de Forca

Apos 7 dias de tratamento (21 dias de vida), observou-se redug¢ao da forga muscular
nos camundongos mdx tratados com solu¢do salina em relagdo aos animais controle
(p<0.01). Resultados semelhantes foram observados nos animais tratados com NAC e/ou

DFX (p<0.01; p<0.05; respectivamente).

No final do tratamento (28° dia de vida), verificou-se expressiva reducdo da forca
muscular nos camundongos mdx tratados com solugdo salina em relacdo aos animais
controle (p<0.0001). Os animais tratados com NAC e/ou este associado ao DFX
apresentaram significativo ganho de for¢a muscular quando comparados ao grupo mdx

salina (p<0.01; p<0.0001; respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2. Teste de for¢a entre os grupos experimentais 21° e

28° dia
Grupo 21° Dia 28° Dia
Ctrl S 3,0+0,3 2,5+0,3
mdx S 2,4+0,4° 1,8+0,4°
mdx N 2,740,3" 2,3+0,3°
mdx D 2,6+0,2° 2,240,4°
mdx ND 2,7+40,1 2,840,3°

Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n=5 camundongos por grupo). CtrlS:
camundongo controle tratado com salina (C57BL/10); mdxS: camundongo mdx tratado
com salina; mdxN: camundongo mdx tratado com N-Acetilcisteina; mdxD: camundongo
mdx tratado com Deferoxamina; mdxND: camundongo mdx tratado com N-Acetilcisteina e
Deferoxamina. *Difere do CtrlS; "Difere do mdxS do mesmo periodo. p< 0.0001; Anova
(one way), pos teste de Tukey HSD.
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4.1.3 Analise Qualitativa (Citotoxicidade) do Tecido Hepatico

Os figados dos animais C57BL/10 e mdx tratados com NAC, DFX e associagdo
NAC e DFX foram avaliados na coloragao de HE, representados nas Figuras 2 e 3.

Em ambos animais (C57BL/10 e mdx) ndo foram observadas qualitativamente
alteracdes histologicas no figado, demonstrando que os tratamentos utilizados nao

apresentam efeito toxico ao tecido hepatico.

Figura 2. Seccdes transversais do figado de animais C57BL/10 em HE. Animal tratado
com salina em A; Animal tratado com associagdo NAC + DFX em B; Animal tratado com
NAC em C; Animal tratado com DFX em D: Hepatdcitos com nucleo central (cabegas de
setas), vasos (seta). Barra 50 um.
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Figura 3. Seccdes transversais do figado de animais mdx em HE. Animal tratado com
salina em A; Animal tratado com associagdo NAC + DFX em B; Animal tratado com NAC
em C; Animal tratado com DFX em D: Hepatocitos com nucleo central (cabecas de setas),
vasos (seta). Barra 50 pm.

4.1.4 Analise Qualitativa do Tecido Muscular

Os musculos STN, TA e DIA dos grupos Ctrl S, mdx S, mdx N, mdx D, mdx ND
apresentaram fibras musculares com diferentes caracteristicas histologicas. Foram
observadas fibras em processo de degeneragdo, fibras com nucleo periférico, fibras em
diferentes estagios de regeneragdo e fibras completamente regeneradas (Figura 4, 5 e 6).

As fibras com alteragdao de permeabilidade ou em degeneragdo foram evidenciadas

pela presenca de azul de Evans no seu interior (Figura 4, 5 e 6).

As fibras com nucleo periférico apresentaram formato poligonal em justaposi¢cao com
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outras fibras de mesma caracteristica. Fibras regeneradas foram caracterizadas pelo nucleo
centralizado, cromatina condensada, citoplasma eosinéfilo e diametro proximo ao de uma

fibra muscular esquelética com nucleo periférico.

As areas de inflamagao/regeneragao (Figuras 4, 5 e 6) foram caracterizadas pela
presenca de fibras em estado inicial de regeneracdo, caracterizadas por pequenos miocitos
fortemente basofilos com nucleo central entremeado por infiltrado inflamatoério exuberante,

em areas de grande celularidade.
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Cirl

mdxN

mdxD

Figura 4. Secgdes transversais do musculo diafragma (DIA). Em HE: Area de
inflamacao/regeneragdo (area demarcada), fibras com nucleo periférico (cabeca de seta) e
fibras com nucleo central (seta preta). Em AE: fibras positivas ao azul de Evans (seta
branca). No grupo Ctrl (camundongos C57BL/10 tratado com salina), observou-se somente
fibras com nucleo periférico e ndo houve a presenca de fibras positivas ao azul de Evans
(indicador de degeneragao). Barra= HE 25 um; AE 50 um.
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mdxD

mdxND

Figura 5. Seccdes transversais do musculo esternomastéide (STN). Em HE: Area de
inflamacao/regeneracdo (area demarcada), fibras com nucleo periférico (cabega de seta) e
fibras com nucleo central (seta preta). Em AE: fibras positivas ao azul de Evans (seta
branca). No grupo Ctrl (camundongos C57BL/10 tratado com salina), observou-se somente
fibras com nucleo periférico e nao houve a presenga de fibras positivas ao azul de Evans
(indicador de degeneragdo). Barra= HE 50 um; AE 100 pm.
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Figura 6. Seccdes transversais do musculo tibial anterior (TA). Em HE: Area de
inflamacao/regeneracdo (area demarcada), fibras com nucleo periférico (cabecga de seta) e
fibras com nucleo central (seta preta). Em AE: fibras positivas ao azul de Evans (seta
branca). No grupo Ctrl (camundongos C57BL/10 tratado com salina), observou-se somente
fibras com nucleo periférico e nao houve a presenga de fibras positivas ao azul de Evans
(indicador de degeneragdo). Barra= HE 50 um; AE 100 pm.
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4.1.5 Analise Quantitativa do Tecido Muscular

Para a andlise quantitativa histologica dos grupos experimentais, utilizou-se a média
das porcentagens da area de Inflamacdo/Regeneracao (Média % Infl/Reg) sobre a area total
de seccao transsal dos musculos STN, DIA e TA; a média das porcentagens de fibras com
nucleo central (Média % n.c.), nicleo periférico (Média % n.p.) e fibras marcadas por AE

(Média % A.E.) em relagdo ao numero total de fibras.

Na Tabela 3 encontra-se a analise histologica quantitativa entre os subgrupos do
grupo controle. Nao se observou alteragdes dos pardmetros analisados entre os grupos

experimentais.

Tabela 3. Porcentagem de Inflamagdo/Regeneracdo (Infl/Reg%), nucleos centrais (NC%), nucleos

periféricos (NP%) e fibras marcadas por AE (AE%) dos grupos C57BL/10 (Ctrl)

Infl/Reg % NC % NP % AE %
CtrlS 0,0+0,0 1,0+1,1 98,6£1,2 0,4+0,9
DIA CtrIN 0,0+0,0 0,1+0,2 99,8+0,2 0,0+0,0
CtrlD 0,0+0,0 1,1£1,8 98,7£1,9 0,0+0,0
CtrIND 0,0+0,0 0,2+0,1 99,8+0,2 0,0+0,0
CtrlS 0,0+0,0 0,7+0,5 99,3+0,5 0,0+0,0
STN CtrIN 0,0+0,0 0,3+0,3 99,7+0,3 0,0+0,0
CtrlD 0,0+0,0 1,0+0,5 99,0+0,6 0,0+0,0
CtrIND 0,0+0,0 0,1+0,2 99,5+0,3 0,0+0,0
CtrlS 0,0+0,0 0,2+0,1 99,7+0,08 0,0+0,0
CtrIN 0,0+0,0 0,24+0,2 99,8+0,2 0,0£0,0
™ CtrlD 0,0+0,0 0,340,1 99,7+0,3 0,0+0,0
CtrIND 0,0+0,0 0,3+0,2 99,6+0,2 0,0£0,0

Valores sdo expressos como média + desvio padrdao (n=5 camundongos por grupo). CtrlS:
camundongo controle (C57BL/10) tratado com salina; CtrIN: camundongo controle tratado
com N-Acetilcisteina; CtrlD: camundongo controle tratado com Deferoxamina; CtrIND:
camundongo controle tratado com N-Acetilcisteina e Deferoxamina. P> 0.05; one way
ANOVA.
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A andlise comparativa morfoldgica entre os grupos experimentais (CtrlS, mdxS e mdx

tratados com NAC e DFX) estao representadas a seguir (Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagem de Inflamagdo/Regeneracdo (Infl/Reg%), nucleos centrais (NC%), ntcleos

periféricos (NP%) e fibras marcadas por AE (AE%) entre os grupos experimentais

InfUReg % NC % NP % AE %
CtrlS 0,00+0,00 0,97+1,15 98,96+1,19 0,00+0,00
mdxS 5,47+0,81° 9,1942,09° 90,95+1,8° 2,30+0,33°

DIA  mdxN 1,49+0,74° 5,6242,21° 93,61+2,02° 1,10+0,75
mdxD 1,86+1,52%° 5,08+2,26 93,29+1,22° 1,40+1,54
mdxND 1,84+1,25" 6,42+2,28" 92,38+0,33" 1,10+0,33
CtrlS 0,00+£0,00 0,72+0,50 99,28+0,50 0,00+0,00
mdxS 14,76+5,30° 36,08+7,60 58,75+2,80° 10,92+3,91°

SN mdxN 3,16+2,50° 25,01+4,20*° 71,53+2,10 2,82+3 45"
mdxD 3,10+4,00° 25,18+0,80" 72,53+4,70 2,53+3,14°
mdxND 3,82+0,70° 18,89+4,60™ 76,55+7,40* 2,38+2,29°
CtrlS 0,000,00 0,22+0,10 99,76+0,10 0,0£0,0
mdxS 8,4143,60° 43.20+14,50° 54,70+15,70° 5,2642,80°

TA mdxN 1,9242,70° 10,16+11,00° 92,85+4,40° 0,14+0,10°
mdxD 2,53+2,20° 25,94+10,10° 73,7749,90° 0,23+0,33°
mdxND 1,33+1,70° 19,51+11,00° 79,06+12,6° 0,33+0,60°

Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n=5 camundongos por grupo). CtrlS:
camundongo controle (C57BL/10) tratado com salina; mdxS: camundongo mdx tratado
com salina; mdxN: camundongo mdx tratado com N-Acetilcisteina; mdxD: camundongo
mdx tratado com Deferoxamina; mdxND: camundongo mdx tratado com N-Acetilcisteina e
Deferoxamina. *Difere do CtrlS; "Difere do mdxS. p< 0.0001; (one way Anova, pos teste de
Tukey HSD).

No musculo DIA (Tabela 4), observou-se aumento significativo na porcentagem da
area de Infl/Reg (547%) do grupo mdx em relacdo ao grupo Ctrl. Todos os tratamentos
demonstraram ser significantemente eficazes na reducdo da inflamacdao (p< 0.0001).
Observou-se aumento significativo na porcentagem de fibras com NC nos animais mdx

(947%) em relagdo ao grupo Ctrl. Houve redugdo na porcentagem de fibras com NC apos
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todos os tratamentos, porém s6 o tratamento com DFX nao diferiu estatisticamente do
grupo Ctrl. Quanto a porcentagem de NP, verificou-se diminuigdo significativa deste no
grupo mdx (reducdo de 10%) quando comparado aos animais controle. ApoOs o0s
tratamentos, ndo se observou aumento significativo da porcentagem de NP. Em relagdo a
porcentagem de fibras positivas ao AE, observou-se aumento significativo nos
camundongos mdx (aumento de 117%) em relacdo aos animais controle. Houve reducdo
nos animais tratados com NAC+DFX, NAC e/ou DFX (86%, 87% e 90%) respectivamente,

quando comparado aos animais mdx tratados com solugao salina.

No musculo STN (Tabela 4), observou-se aumento significativo na porcentagem da
area de Infl/Reg (1.476%), na porcentagem de fibras com NC (5.140%) e na porcentagem
de fibras positivas ao AE (1.100%) no grupo mdx em relacdo ao grupo Ctrl. Todos os
tratamentos demonstraram ser significantemente eficazes na reduc¢do dos referidos
aumentos. Concomitantemente, também se verificou redugdo na porcentagem de NP no
grupo mdx (reducdo de 41%) quando comparado aos animais controle. Os animais tratados
com NAC+DFX, NAC e/ou DFX apresentaram aumento significativo na porcentagem de

NP em relagdo aos mdx que ndo foram tratados (18%, 13% e 17%) respectivamente.

No musculo TA (Tabela 4), observou-se aumento significativo na porcentagem da
area de Infl/Reg (840%) nos animais mdx em relacdo ao controle. Os mdx tratados com
NAC+DFX, NAC e/ou DFX apresentaram significativa reducdo da inflamacao quando
comparados ao grupo mdx. Resultado semelhante foi verificado para andlise de AE. O
grupo mdx apresentou aumento significativo na porcentagem de fibras com NC (4.300%)
com concomitante reducdo na porcentagem de NP (46%) em relacdo ao controle. Os

animais tratados com NAC+DFX e/ou NAC apresentaram redugdo significativa de fibras
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com NC (66 e 77%) acompanhada pelo aumento de fibras com NP.

4.1.6 Analise de CK

Os animais mdx salina apresentaram aumento significativo nos niveis séricos de CK
em relagdo aos animais controle (p<0.05). Os grupos mdxND, mdxN e mdxD apresentaram
reducdo significativa no nivel de CK em relagdo ao grupo mdx (mdx ND: p<0.0001; mdx N

e mdx D: p<0.01), (Tabela 5).

Tabela 5. Niveis séricos de Creatina Quinase (U/L)

Grupo CK
CtrlS 237+56,1
mdxS 1497+108,4°
mdxN 704+559°
mdxD 723+339°

mdxND 642+385°

Niveis plasmaticos de Creatina Quinase (U/L). Valores sdo expressos
como média = desvio padrao (n=5 camundongos por grupo). CtrlS:
camundongo controle (C57BL/10) tratado com salina; mdxS:
camundongo mdx tratado com salina; mdxN: camundongo mdx tratado
com N-Acetilcisteina; mdxD: camundongo mdx tratado com
Deferoxamina; mdxND: camundongo mdx tratado com N-Acetilcisteina
e Deferoxamina. *Difere do CtrlS; "Difere do mdxS do mesmo periodo.
(p<0.0001; Anova (one way), pés teste de Tukey HSD).
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4.1.7 Analise de Citocinas inflamatorias no plasma

Nao houve alteracao nas citocinas inflamatérias TNF-a, IL-1p ¢ NF-«kB no plasma

sanguineo dos diferentes grupos experimentais (Figura 7).
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Figura 7. Média e erro padrao do conteudo de TNF-a (A), NF-xB (B) e IL-1B (C) no
plasma sanguineo dos diferentes grupos tratados. Ctrl: amostras musculares de
camundongos C57BL/10 (controle); mdx: amostras musculares de camundongos mdx
tratado com solugdo salina; mdxND: amostras musculares de camundongos mdx tratados
com associacdo de N-Acetilcisteina e Deferoxamina; mdxN: amostras musculares de
camundongos mdx tratados com N-Acetilcisteina; mdxD: amostras musculares de
camundongos mdx tratados com Deferoxamina. Valores estdo evidenciados em [ | de
citocina pg/ml. (p=>0.05, (one way Anova), pés teste de Tukey HSD).
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4.1.8 Reacao Dihydroetidio (DHE) para deteccio de EROs (Radical

OH)

No musculo DIA, observou-se marcacdo mais intensa (128%) no grupo mdx em
relagdo ao grupo Ctrl. Todos os tratamentos demonstraram ser significantemente eficazes
na redu¢do da marcacdo de DHE (p< 0.0001), os grupos mdx ND e mdx D reduziram 50% e

o grupo mdx N reduziu 64% em relagdo ao grupo mdx.

No musculo STN houve aumento de (100%) na marcacdo do grupo mdx em relagdo
ao grupo Ctrl. Os grupos mdx ND e mdx N demonstraram ser significantemente eficazes na

reducdo da marca¢do de DHE (p< 0.01), reduzindo cerca de 30% e 50% respectivamente.

No musculo TA verificou-se aumento (100%) na marcacdo de DHE no grupo mdx em
relacdo ao grupo Ctrl. Os tratamentos com NAC apresentaram redugdo (40%) da marcacao

de DHE em relagdo aos grupos mdx (p< 0.01) (Figura 8).
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Figura 8. Graficos dos musculos DIA, STN e TA mostrando a média e erro padrdo da
fluorescéncia de DHE nos grupos de camundongos controle C57BL/10 (Ctrl) e
camundongos mdx tratado com solucdo salina (mdx), tratados com associagao de N-
Acetilcisteina e Deferoxamina (mdx ND); tratados com N-Acetilcisteina (mdx N) e tratados
com Deferoxamina (mdx D). Valores representam a area de fluorescéncia sob um limite
especifico (70-255 comprimento de onda), expressado como porcentagem de area total do
corte muscular. * Difere do Ctrl; ° Difere do mdx; ¢ Difere do mdx ND. (p=<0.05, (one way
Anova), pos teste de Tukey HSD).
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4.1.9 Analise de GSH em extrato muscular

Nao houve alteracdo no contetido de GSH entre os diferentes grupos experimentais nos
musculos Diafragma, Esternomastoide e Tibial Anterior (Figura 9). Mas foi encontrado
diferenca significativa desta enzima no musculo Quadriceps, entre os grupos controles mdx

e C57 (Figura 10).
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Figura 9. Média e erro padrio do contetdo de GSH dos musculos Diafragma (A),
Esternomastoide (B) e Tibial Anteror (C) nos diferentes grupos tratados. Ctrl: amostras
musculares de camundongos C57BL/10 (controle); mdx: amostras musculares de
camundongos mdx tratado com solu¢do salina; mdxND: amostras musculares de
camundongos mdx tratados com associacdo de N-Acetilcisteina e Deferoxamina; mdxN:
amostras musculares de camundongos mdx tratados com N-Acetilcisteina; mdxD: amostras
musculares de camundongos mdx tratados com Deferoxamina. Valores estdo evidenciados
em nmol/mg de proteina. (p=>0.05, (one way Anova), pds-teste de Tukey HSD).
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4.1.10 Western Blotting

Musculo Diafragma (DIA)

Verificou-se aumento significativo (456%) do conteido de TNF-o no musculo DIA
dos camundongos mdx tratados com solucao salina em relagao aos animais controle (Figura
10A). Reducdo de 66% desse conteudo foi observado apos tratamento com associagdo de
NAC e DFX. O tratamento com NAC ou DFX (isoladamente) ndo apresentou nenhuma
alteracdo em relacdo ao grupo mdx salina.

A analise de NF-xB (Figura 10B) revelou aumento significativo (282%) conteudo
deste no musculo DIA dos animais mdx salina quando comparados ao controle. Tratamento
com a associacdo de NAC e DFX apresentou reducdo expressiva deste aumento (64%).

Nao foi observado nenhuma alteracdo conteido de MyoD (Figura 10C) entre os
grupos experimentais analisados.

Considerando a soma de todas as bandas de cada grupo, a analise de 4-HNE (Figura
10D) apresentou aumento do conteudo deste (205%) no musculo DIA dos animais mdx
salina quando comparados ao controle. Reducdo significativa deste aumento foi observada
apos tratamento com NAC, DFX e/ou com a associagdo de NAC e DFX (entre 42% e
43%).

O conteudo de MAFbx (Figura 10E) do grupo mdx apresentou aumento de 105%

em relagdo ao grupo Ctrl. O grupo MdxN demonstrou redugdo em 50% comparado ao mdx.
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Figura 10: Western Blotting do musculo diafragma; observam-se as bandas imunorreativas
para o TNF-a peso 22kDa (A), NF-kB (B), 4-HNE (C), MyoD peso 45kDa (D) e MAFbx
peso 42KDa (E). Ctrl: amostras musculares de camundongos C57BL/10 (controle); mdx:
amostras musculares de camundongos mdx tratado com solugdo salina; mdxND: amostras
musculares de camundongos mdx tratados com associagdo de N-Acetilcisteina e
Deferoxamina; mdxN: amostras musculares de camundongos mdx tratados com N-
Acetilcisteina; mdxD: amostras musculares de camundongos mdx tratados com
Deferoxamina. * Difere do Ctrl; ® Difere do mdx; ¢ Difere do mdx ND. (p=<0.05, (one way
Anova), pos teste de Tukey HSD).
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Miusculo Esternomastoide (STN)

Aumento significativo (569%) do contetido de TNF-a foi observado no musculo
STN dos camundongos mdx salina em relagdo aos animais controle (Figura 11A).
Diminuicao significativa deste aumento foi observada apos tratamento com NAC, DFX
e/ou com a associacdo de NAC e DFX (reducdo de 42%, 35% e 64% respectivamente;
Figura 11A).

A andlise de NF-«xB (Figura 11B) revelou aumento significativo (400%) do
conteudo deste no musculo STN dos animais mdx salina quando comparados ao controle.
Diminuigdo significativa deste aumento foi observada apos tratamento com NAC, DFX
(redugdo de 50%) e/ou com a associacdo de NAC e DFX (reducdo de 60%) (Figura 11B).

Considerando a soma de todas as bandas de cada grupo, a analise de 4-HNE (Figura
11C) apresentou aumento do contetido deste (310%) no musculo STN dos animais mdx
salina quando comparados ao controle. Reducdo significativa deste aumento foi observada
apos tratamento com NAC, DFX e/ou com a associacdo de NAC e DFX (redugdo de 45%,
36% e 50%, respectivamente; Figura 11C).

A andlise da MyoD (Figura 11D) ndo apresentou nenhuma alteragdo em relagdo aos
grupos mdx e grupo controle.

O contetdo de MAFbx (Figura 11E) no grupo mdx apresentou aumento
significativo de 63% e no grupo mdxN de 16% em relagao ao grupo Ctrl. O grupo mdxD

apresentou reducao de 46% e o grupo mdxND de 38% em relagdo ao grupo mdkx.
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Figura 11: Western Blotting do musculo Esternomastéide; observam-se as bandas
imunorreativas para o TNF-a peso 22kDa (A), NF-kB (B), 4-HNE (C), MyoD peso 45kDa
(D) e MAFbx peso 42 KDa (E). Ctrl: amostras musculares de camundongos C57BL/10
(controle); mdx: amostras musculares de camundongos mdx tratado com solucdo salina;
mdxND: amostras musculares de camundongos mdx tratados com associagdo de N-
Acetilcisteina e Deferoxamina; mdxN: amostras musculares de camundongos mdx tratados
com N-Acetilcisteina; mdxD: amostras musculares de camundongos mdx tratados com
Deferoxamina. * Difere do Ctrl; ° Difere do mdx. (p<0.05, (one way Anova), pos teste de
Tukey HSD).
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Musculo tibial anterior (TA)

Aumento significativo (885%) do contetdo de TNF-a foi observado no musculo TA
dos camundongos mdx salina em relacdo aos animais controle (Figura 12A). Redugdo
significativa deste aumento foi observada apos tratamento com NAC e/ou com a associagao
de NAC e DFX (redugao de 40% e 50%), respectivamente (Figura 12A).

A andlise de NF-«B revelou aumento significativo (72%) do conteudo deste no
musculo TA dos animais mdx salina quando comparados ao controle. Apesar de haver
reducdo na expressio de NF-«kB apds os tratamentos com NAC, DFX e/ou com a

associagdo de NAC e DFX, esta ndo foi estatisticamente significativa (Figura 12B).

Considerando a soma de todas as bandas de cada grupo, a analise de 4-HNE o grupo
mdx obteve aumento significativo (20%) do contetido deste no musculo TA quando
comparado ao grupo controle. Redugdo significativa deste aumento foi observada apos
tratamento com a associacdo de NAC e DFX e/ou com NAC e DFX, (reducao de 10%)
(Figura 12C).

A analise da MyoD apresentou diminuicao (55%, 40%, 45% e 53%) do contetido no
musculo TA dos animais mdx salina, mdx ND, mdx N e mdx D, respectivamente, quando
comparados ao controle (Figura 12D).

O contetido de MAFbx (Figura 12E) no grupo mdx apresentou aumentou significativo
de 71% em relagdo ao grupo Ctrl. O grupo mdxND apresentou redugdo de 58% em relacao

ao grupo mdx.

50



T GAPDH

GAPDH %51

¢ e we EEE SR L o3

f 8]

B g 1

i el

£ £ 0.

=

c D wyoD WD W — - —

=1T2kD
4 L 4 7 e

s D SR S W 72408

4-HNE
- -— " -50KDa
a S M R -30kDa
~25kDa

GAPDH S s D 4 - E

w MAFBK o — I‘ﬂ"""’
g : s B X X X
g 2,0

2 a

[ 1,5 4

£

=z

1,0 4

Niveis relativos de MAFbx

(=]
i

Figura 12: Western Blotting do musculo Tibial Anterior; observam-se as bandas
imunorreativas para o TNF-a peso 22kDa (A), NF-xB (B), 4-HNE (C), MyoD peso 45kDa
(D) e MAFbx peso 42 KDa (E). Ctrl: amostras musculares de camundongos C57BL/10
(controle); mdx: amostras musculares de camundongos mdx tratado com solucdo salina;
mdxND: amostras musculares de camundongos mdx tratados com associagdo de N-
Acetilcisteina e Deferoxamina; mdxN: amostras musculares de camundongos mdx tratados
com N-Acetilcisteina; mdxD: amostras musculares de camundongos mdx tratados com
Deferoxamina. * Difere do Ctrl; ° Difere do mdyx, ¢ Difere do mdxND. (p<0.05, (one way)
Anova, pos teste de Tukey HSD).
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4.2 Experimentos “in vitro”

4.2.1 Analise da viabilidade celular

A viabilidade das células distroficas (mdx) e controle (C57BL/10), apds tratamento
com NAC, DFX e/ou a associagdo de NAC e DFX, foi avaliada através de 3 parametros:
marcac¢do do Trypan Blue, redu¢do do MTT e ensaio de incorporagdo do Vermelho Neutro.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

Trypan Blue

Verificou-se, através da marcacdo com Trypan Blue, que todos os grupos
experimentais analisados (células mdx sem tratamento e/ou tratadas com ND, DFX e NAC;
células controle sem tratamento e/ou tratadas com ND, DFX e NAC) apresentaram

viabilidade celular acima de 95% (Figural3).

% de Cels. viaveis
Trypan blue

Ctrl Nac
Bmdx BC57BL/10

Figura 13: Anélise da viabilidade celular com marcador Trypan Blue (Azul de Trypan) em
células primarias de camundongos mdx e C57BL/10. Ctrl. Células sem tratamento; Nac.
Células tratadas com N-Acetilcisteina 10mM; Dfx. Células tratadas com Deferoxamina
SmM; ND. Células tratadas com associacao de N-acetilcisteina 10mM e Deferoxamina

SmM.
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MTT

Na analise colorimétrica para quantificacdo de metabolismo mitocondrial e atividade
da cadeia respiratoria de células em resposta ao medicamento foi utilizado o método do
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide]. Nesta técnica, a
viabilidade celular de células controle (C57BL/10) e células mdx foi avaliada apos

tratamento com NAC, DFX e/ou associa¢ao de NAC e DFX.

Nao houve diferenca significativa na viabilidade celular, entre os grupos celulares

experimentais analisados (Figura 14).
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Figura 14: Viabilidade celular medida como absorbancia (ensaio MTT) de células
primdrias de camundongos C57BL/10, e mdx. Ctrl. Células sem tratamento; Nac. Células
tratadas com N-Acetilcisteina 10mM; Dfx. Células tratadas com Deferoxamina 5SmM; ND.
Células tratadas com associacdo de N-acetilcisteina 10mM e Deferoxamina 5SmM.
Tratamento estatistico (one way Anova).
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Vermelho Neutro

Na avaliacdo da citotoxicidade celular utilizando o corante vermelho neutro (Figura
15), tanto na linhagem controle (C57BL/10) quanto na linhagem mdx ndo houve diferenca

para os diferentes tratamentos.
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Figura 15: Analise da viabilidade celular por ensaio de incorporagdo do Vermelho Neutro
em células primdrias de camundongos mdx e C57BL/10. Ctrl. Células sem tratamento;
Nac. Células tratadas com N-Acetilcisteina 10mM; Dfx.  Células tratadas com

Deferoxamina 5SmM; ND. C¢lulas tratadas com associacdo de N-acetilcisteina 10mM e
Deferoxamina SmM. Tratamento estatistico (one way Anova).

4.2.2 Analise de Calcio nas culturas de células (FLUO-4)

A Figura 16 ilustra as culturas primdrias de células musculares em estagio final de
formacao dos midcitos maduros e incubadas com indicador de calcio Fluo-4. Como
controle negativo, algumas culturas ndo foram incubadas com o referido indicador (Figura
16B). Pode-se observar a marcacdo no interior das células (verde) ao que se refere a
marcagdo do Calcio. Qualitativamente ndo se verificou diferenga na marcagao do célcio nas
culturas analisadas.
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Quantitativamente, verificou-se aumento da marcagdo do calcio intracelular nos

grupos mdx (80%), mdxND (104%), mdxN (95%) e mdxD (77%) em relagdo ao grupo Ctrl.
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Figura 16. A-L Cultura priméria de células musculares. A,C,E,G,LLK (contraste de fase);
B,D,F,H,J,L. Fluorescéncia, excitagao/emissao de 494/516 nm. A-B Células controle
negativo (provenientes de camundongo C57BL/10); A-D Células controle (provenientes de
camundongo C57BL/10); E-L Células mdx (provenientes de camundongo mdx); E-F
Células mdx sem tratamento; G-H Célula mdx tratadas com NAC 10 mM; I-J Células mdx
tratadas com DFX 10 mM; K-L Células mdx tratadas com NAC 10 + DFX 5 mM. Grafico
referem-se a quantificagdo da intensidade de fluorescéncia: Ctrl Células controle
(provenientes de camundongo C57BL/10); mdx Células mdx sem tratamento (provenientes
de camundongo mdx); mdx N Célula mdx tratadas com NAC 10 mM; mdx D Células mdx
tratadas com DFX 10 mM; mdx ND Células mdx tratadas com NAC 10 + DFX 5 mM.
*Difere do Ctrl. (p<0.05, (one way Anova), pés teste de Tukey HSD).
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4.2.3 Amplex Red

O reagente Amplex Red em combinagdo com HRP (horseradish peroxidase) detecta a
liberacdo de H,O, em amostras biologicas (inclusive de células). No grafico 1 pode se
observar aumento significativo da liberacdo de H,O, nas células musculares mdx quando
comparado ao das células obtidas dos camundongos C57BL/10 (controle). Tratamento com
10 mM de NAC apresentou uma diminui¢ao de 24%, com DFX 10 mM houve uma redugao
de 60% e com a associacdo de NAC (10 mM) e DFX (5 mM) houve uma redugdo de 72%

da liberagao de H,O; nas células mdx.
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Grifico 1: Deteccdo de H,O; utilizando o kit Amplex Red/HRP (horseradish peroxidase)
com leitura de intensidade de fluorescéncia em 530/590 nm de excitagao/emissdo. Ctrl:
células musculares de camundongos C57BL/10 (controle); mdx: células musculares de
camundongos mdx; mdxN: células musculares mdx tratadas com 10 mM de NAC; mdxD:
células musculares mdx tratadas com DFX 10 mM; mdxND: células musculares mdx
tratadas com 10 mM de NAC e 5 mM de Deferoxamina a: difere do Ctrl; b: difere mdx; c:
difere de mdxN. p< 0.0001, (one way Anova), pos teste de Tukey HSD).
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4.2.4 Western Blotting

Verificou-se aumento significativo do conteido de TNF-a nas células musculares
distroficas sem tratamento (40%) em relagdo as células controle (Figura 17A). Diminuicao
deste aumento foi observada apos tratamento com NAC, DFX e/ou com a associagdo de
NAC e DFX (reducao de 46%, 41% e 44%) respectivamente.

A andlise de NF-«xB (Figura 17B) revelou aumento significativo (175%) do
contetdo deste nas células mdx quando comparados ao controle. Tratamento com NAC,
DFX e/ou com a associagdo de NAC e DFX respectivamente apresentou diminui¢do
expressiva deste aumento (reducdo de 88%, 87% e 146%).

Nao foi observado nenhuma alteracdo na expressao de MyoD (Figuras 17C) entre as
células dos grupos experimentais analisados.

A andlise de 4-HNE (Figura 17D) apresentou aumento do contetido deste (31%) nas
células mdx sem tratamento em relagdo as células controle. Diminuicdo significativa dos
niveis de 4-HNE nas células mdx foi observada apos tratamento com NAC, DFX e/ou com
a associacdo de NAC e DFX (redugdo de 62%, 33% e 71%) respectivamente, quando

comparados ao grupo mdx.
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Figura 17. Western Blotting in vtiro; observam-se as bandas imunoreativas para o TNF-a
(A), NF-xB (B), MyoD (C) e 4-HNE (D). Ctrl: células musculares de camundongos
C57BL/10 (controle); mdx: células musculares de camundongos mdx sem tratamento; mdx
N: células musculares de camundongos mdx tratados com N-Acetilcisteina (10mM); mdx
D: células musculares de camundongos mdx tratados com Deferoxamina (SmM); mdx ND:
células musculares de camundongos mdx tratados com associagdo de N-Acetilcisteina
(10mM) e Deferoxamina (5SmM). a: difere do Ctrl; b: difere mdx; ¢: difere de mdxD. p<
0.05, (one way Anova), pos teste de Tukey HSD).
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5.0 DISCUSSAO

O estresse oxidativo tem sido considerado um dos mecanismos primarios da
degeneracdo muscular distrofica, ao invés de ser um efeito secundario deste processo
(WHITEHEAD; YEUNG; ALLEN, 2006). A producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), entre outras espécies reativas, ¢ parte integrante do metabolismo humano e ¢
observada em diversas condigdes fisioldgicas, tendo importante fungdo biologica.
Normalmente quando sua producdo ¢ exacerbada, o organismo dispde de um eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. No entanto, em
condi¢does de exaustdo, ¢ criado um estado de estresse oxidativo, levando a danos no
sistema biologico (VASCONCELOS et al., 2007).

O sistema antioxidante, segundo Zwart; Meerman, (1999) ¢ composto por enzimas e
substancias protetoras nao enzimaticas, algumas atuam reduzindo a velocidade de iniciagao
dos processos radicalares, suprimindo a geracdo de radicais livres, ou eliminando-os;
Outras enzimas, tais como a glutationa peroxidase e catalase, decompdem hidroperdxidos
lipidicos e o peroxido de hidrogénio sem gerar radicais livres. Proteinas transportadoras de
ions ferro e cobre como a transferrina e a ceruloplasmina, atuam impedindo que estes
metais catalisem reagdes oxidativas, ja os carotendides e a enzima superoxido dismutase
atuam suprimindo o oxigénio singleto (O,) e catalisando a desmutagdo do anion radical
superoxido, respectivamente (FRIDOVICH, 1998; FANG et al., 2002).

Os antioxidantes sequestradores captam os radicais rapidamente, inibindo a iniciag@o
da cadeia radicalar e/ou interrompendo a propagacdo da mesma, doando um atomo de

hidrogénio para formar um composto estavel e um radical derivado do antioxidante; Esses
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antioxidantes podem ser hidrossoluveis ou lipossoluveis; Os compostos tais como
ascorbato, urato, bilirrubina, albumina e componentes contendo grupamento tiol agem
como antioxidantes hidrossoluveis, sendo capazes de sequestrar radicais livres somente no
meio aquoso, nao podendo sequestrar radicais lipofilicos localizados nas membranas
celulares; Ja o alfa-tocoferol ¢ conhecido como um importante sequestrador de radicais
lipossoluveis, protegendo as membranas celulares contra radicais lipofilicos
(HALLIWELL, 1994).

Os componentes do sistema de reparo sdo enzimas capazes de destruir proteinas
danificadas por radicais livres, remover acidos graxos oxidados presentes nas membranas e
reparar lesdes no DNA induzidas por radicais livres (HALLIWELL, 1994; SLUPPHAUG;
KAVLI; KROKAN, 2003). Estes antioxidantes agem cooperativamente protegendo os
sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios das EROs.

O estresse oxidativo tem sido relacionado a uma variedade de doengas tais como,
aterosclerose (NIGRIS et al., 2003), cancer (GATTI et al., 2004), envelhecimento precoce
(LANE, 2003; ZHANG et al., 2004), doencas neurologicas (HAYASHI et al., 2002;
ESPOSITO et al., 2002) e distrofinopatias (RANDO, 2001). Sendo assim, muitos trabalhos
visam a obtencdo de compostos com atividade antioxidante, com o objetivo de minimizar
os efeitos deletérios destas espécies (HALLIWELL, 1994; FREDSTROM, 2002).

Tratamento com antioxidantes que inibem a formagdo de EROs, como por exemplo,
N-Acetilcisteina (NAC) mostraram resultados positivos no tratamento da distrofia
muscular; Camundongos mdx tratados com NAC demonstraram diminui¢do da fraqueza
muscular e reducdo do nimero de fibras musculares em degeneragao no musculo extensor
longo dos dedos (WHITEHEAD et al., 2008) e no musculo diafragma (PINTO, 2013).

Resultado semelhante do tratamento com NAC ja havia sido observado em fibras
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musculares cardiacas de camundongos distroficos (WILLIAMS; ALLEN, 2007). Embora, o
tratamento com NAC tenha demonstrado efeitos benéficos na patofisiologia dos musculos
distroficos, Whitehead e colaboradores (2008) sugeriram que a combinagdo de NAC com
outras drogas (outros antioxidantes, bloqueador de célcio) poderia constituir uma terapia
farmacologica mais efetiva no tratamento das distrofias musculares. Neste sentido,
analisamos o efeito da associagdo do antioxidante NAC com o quelante de ferro
Deferoxamina (DFX). Em doencas neurodegenerativas, a associacdo de NAC e DFX
(20mg/kg) produziu resultados benéficos contra o estresse oxidativo do que a administragao
de NAC isoladamente (AGUIAR Jr. et al., 2008; BOER et al., 2009).

O primeiro parametro avaliado em nossos experimentos foi a citotoxidade do NAC e
DFX, a qual foi avaliada por experimentos in vivo (peso corporeo e figado) e in vitro (testes
de viabilidade celular).

O peso dos animais ao final do tratamento ndo diferiu entre os grupos experimentais,
demonstrando que o tratamento isolado de NAC, DFX ou a associagdo dos dois
medicamentos ndo apresenta efeito deletério sobre os animais. Especificamente em relagdo
ao NAC, dados semelhantes ja foram apresentados em outro estudo do nosso grupo de
pesquisa (PINTO, 2013).

Paralelamente, também verificamos que os tratamentos ndo alteraram a morfologia
hepatica, o que esta de acordo com o estudo de Heesen (2011). Além disso, varios trabalhos
ressaltam que o NAC protege o figado de lesdes (LEE et al., 2012; HEESEN 2011;
CAGLIKULEKCT et al., 2004), como por exemplo, no caso de esteatose hepatica nao
alcodlica (CAGLIKULEKCI et al., 2004).

Com relacao aos testes in vitro, semelhante aos resultados obtidos in vivo, também

ndo foi observado efeito citotoxico do NAC, DFX e/ou NAC+DFX em nosso trabalho
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(dados Trypan Blue, MTT e Vermelho Neutro) onde ambos ndo apresentaram diferenga
estatistica para estes testes.

Os ensaios MTT, o Vermelho Neutro e o Trypan Blue sdo os testes mais utilizados e
citados na literatura (MELO 1996; HARBELL et al., 1997; STROBER 2001).

O ensaio do MTT se baseia na redugdo do MTT, um sal tetrazolico, pela
desidrogenase mitocondrial de células vidveis para formar como produto o azul de
Formazan. O ensaio mede a respiragdo celular, que é proporcional a quantidade de
Formazan produzida e ao numero de células viaveis em cultura (HARBELL et al., 1997).
Com relacdo ao vermelho Neutro, este em pH fisiologico passa facilmente através da
membrana plasmatica e se concentra no interior dos lisossomos, portanto analisa a
viabilidade lisossomal das células (HARBELL et al., 1997). Na analise do Trypan Blue, as
células vivas ndo permitem a passagem do corante e, logo, ndo adquirem nenhuma
coloragao. Como as células mortas t€ém suas membranas danificadas, ocorre o fluxo de

corante para o interior da célula fornecendo uma coloragiao azul (STROBER 2001).

O efeito dos tratamentos sobre a degeneracdo muscular das fibras musculares
distroficas foi o segundo parametro avaliado. Os resultados foram obtidos a partir de

analises funcional, histologica e bioquimica.

A avaliacdo da for¢a muscular em camundongos ¢ um teste funcional bastante
utilizado nos experimentos in vivo (GROUNDS et al., 2008; PAYNE et al., 2006, DE
LUCA et al., 2005; DE LUCA et al., 2003; GRANCHELLI et al., 2000). Nossos resultados
demonstram que os animais tratados com NAC+DFX apresentaram um ganho de 51% na
forca muscular em relacdo aos animais nao tratados. Enquanto que, o tratamento isolado

com NAC e DFX apresentaram respectivamente um ganho de 25% e 18%.
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A utilizagdo de parametros histologicos para o estudo das alteracdes musculares
decorrentes da distrofia, tais como o ntimero total de fibras musculares, a porcentagem de
fibras com nucleo central, andlise da integridade do sarcolema e 4rea de
inflamacao/regeneragdo nos fornecem dados que, em conjunto, descrevem o processo de
degeneracdo e regeneracdo ocorridos ao longo do tempo nos musculos esqueléticos
(McGEACHIE et al., 1993; GASCHEN; BURGUNDER, 2001).

No presente trabalho, verificamos que os resultados obtidos referentes a mionecrose
para o grupo mdxS estdo de acordo com a literatura (WEHLING-HENRICKS; LEE;
TIDBALL, 2004; WHITEHEAD et al., 2008; PINTO et al., 2013). Comparando-se os
musculos STN, DIA e TA observamos uma diferenca entre eles quanto a porcentagem de
fibras com nucleo periférico (indicativo de fibras que ndo passaram pelo processo de
mionecrose), de fibras positivas ao AE (que indica perda da integridade do sarcolema e
mionecrose), de fibras em regeneracdo e de fibras regeneradas (nlcleo central). Estes
resultados estdo de acordo com o consenso geral de que musculos distroficos respondem
com intensidade diferente a falta de distrofina (BRIGUET et al., 2004; GROUNDS;
TORRISI, 2004). Existem relatos na literatura que mostram diferencas na evolugdo e
intensidade das lesdes musculares de acordo com a fun¢do desempenhada pelo musculo tais
como locomo¢do, manutencdo postural e respiracio (LEFAUCHEUR; PASTORET;
SEBILLE, 1995) e que alguns grupos musculares nao sofrem degeneragdo, tais como 0s
musculos extra-oculares (MARQUES et al., 2007a) e os musculos intrinsecos da laringe
(MARQUES et al., 2007b). Existe ainda a hipotese de que as diferengas entre as propor¢des
dos tipos de fibras musculares existentes em cada musculo podem ser responsaveis pelas
caracteristicas biomecanicas que proporcionam diferentes resisténcias as lesdes decorrentes

da distrofinopatia (HASLETT et al., 2005; BANI et al., 2008).
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O corante azul de Evans (AE; tetrasodium diazo salt Evans blue dye; Sigma) ¢ uma
molécula impermedvel a membrana plasmatica, ndo penetrando em fibras musculares
esqueléticas de camundongos normais; liga-se a albumina sérica e penetra na fibra
muscular quando a membrana ndo estd integra; a marcacdo in vivo com este corante
possibilita detectar alteracdes de permeabilidade do sarcolema e fibras em degeneragdo
precocemente, fornecendo informacgdes sobre algumas caracteristicas dindmicas e
estruturais de musculos esqueléticos normais e portadores de patologias (MATSUDA;
NISHIKAWA; TANAKA, 1995; MARQUES et al., 2007). Em relagdo aos animais
tratados, observamos diminuigao significativa da mionecrose nos musculo STN e TA nos
animais que receberam o tratamento com NAC, DFX e NAC+DFX em relacdo aos
camundongos mdx que foram tratados com salina, evidenciado por menor porcentagem de
fibras positivas ao AE.

Resultado semelhante ao obtido com o AE foi verificado com a andlise de fibras
com nucleo central. Observamos apds duas semanas de tratamento redu¢do no nimero de
fibras com nucleo centralizado nos musculos STN e TA dos camundongos mdx tratados
com NAC, DFX e NAC+DFX quando comparados ao grupo mdx nao tratado. A presenga
de nucleo central nas fibras musculares ¢ um indicador de regeneracdo apos a degeneracao
(McGEACHIE et al., 1993).

Em condicdes patologicas tais como nas miopatias e nas distrofias, a resposta
inflamatéria excessiva também pode promover mionecrose (para revisaio HODGETS et al.,
2006; RADLEY; GROUNDS, 2006). A inibicao das cé€lulas inflamatorias pode diminuir a
degeneracdo e a necrose do tecido muscular; Estudos utilizando antiinflamatorios
mostraram reducao significativa da mionecrose em musculos esqueléticos de camundongos

mdx (HODGGETS et al., 2006; RADLEY; GROUNDS, 2006; TIDBALL; WEHLING-
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HENRICKS, 2007; MARQUES et al., 2008). Nossos resultados demonstraram redugdo na
area de inflamagao nos musculos TA, STN e DIA dos animais tratados quando comparados
ao grupo mdx que recebeu salina. Nos musculos DIA e TA, a reducao foi mais acentuada
no grupo de animais que receberam a associagdo de NAC e DFX, sendo esta redugao de
67% e 85% respectivamente. Estudo recente também constatou diminuicdo da resposta
inflamatoéria apos tratamento com NAC e DFX em ratos nos quais foram retirados parte do
figado (HEESEN et al., 2011).

Outra andlise realizada em nossos experimentos foi na determinacdo de creatina-
quinase (CK) total no plasma sanguineo. A enzima CK catalisa a fosforilacao reversivel da
creatina pela adenosina trifosfato (ATP), com a formagao de creatino-fosfato. Esta enzima
esta associada com a formacdo de ATP nos sistemas contrateis ou de transporte,
principalmente nas células musculares. Quando os niveis séricos desta enzima estdo
aumentados sugere-se que ocorreu lesdo muscular, visto que uma das principais
localizagdes da CK ¢ o musculo estriado esquelético (MAGLARA et al. 2003).

Na DMD, a atividade da CK esta 50 a 100 vezes acima dos limites superiores dos
valores de referéncia (ENGEL et al., 1994). Em camundongos mdx, os niveis de CK
também se mostram elevados durante toda a vida do animal (YOSHIDA et al., 2006).
Nossos resultados demonstraram que os animais mdx tratados com NAC, DFX e
NAC+DFX apresentaram redugdo de 53%, 52% e 58% respectivamente nos niveis séricos
de CK em relacao aos camundongos do grupo mdxS. Estes dados sugerem que o estresse
oxidativo ¢ um fator importante na degeneracdo muscular do camundongo mdx e que o
tratamento com NAC e DFX atenua a degeneragao no musculo distrofico. Outros trabalhos
com NAC, também relataram diminui¢do da CK em camundongos mdx (TERRIL, et al.,

2013; PINTO, et al., 2013).
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Também avaliamos a concentragdo de calcio em nossos experimentos. O ion célcio
(Ca*) ¢ um importante elemento na constituicdo e funcao celular do organismo, envolvendo
processos fisioldgicos e bioquimicos essenciais para a manuten¢ao do equilibrio do meio
interno. A concentracao de Ca* intracelular ¢ regulada pela interagdo de multiplos processos
de influxo e efluxo e ocorre em ondas e picos, visto que altas concentragdes por longos
periodos sdo toxicas para as cé¢lulas (BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001).

O influxo, efluxo e estocagem de Ca>intracelular sdo realizados por canais
voltagem-dependentes, os quais sdo operados por despolarizagdo; canais de Ca*
capacitativos, operados pela deplecao de estoques intracelulares; e canais receptor-
operados, que sdo ativados por mensageiros bioquimicos (FONG et al.,1990; FRANCO-
OBREGON; LANSMAN, 1990; VANDEBROUCK et al., 2006). Além desses canais,
outros canais também permitem a passagem de Ca*, como por exemplo, o canal ativado por
alongamento (SAC, stretch activated channel) e o os canais do tipo leak (RANDO et al.,
1998).

Em fibras musculares distroficas alguns trabalhos relatam alteracdo na concentracao
do Ca* (TURNER et al., 1991), que se encontra elevada no citoplasma ou dentro de outros
compartimentos celulares, como reticulo sarcoplasmatico e mitocondria (MALLOUK et al.,
2000; ROBERT et al., 2001). Experimentos com musculo cardiaco de camundongos mdx
demonstraram que a auséncia de distrofina promove alteracdes nos receptores
dihidropiridina e no canal de célcio tipo-L favorecendo o aumento do influxo de célcio
intracelular (WOOLF et al., 2006). Além dos canais de calcio tipo L, os canais SAC e leak
também parecem estar envolvidos com o aumento de calcio nas fibras musculares
distroficas (RANDO et al., 1998). Também foi observado que a ocorréncia desses canais €

maior em fibras musculares de mdx (VANDEBOUCK et al., 2006).
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De acordo com os trabalhos citados acima, observamos alteragao (aumento) da
concentracdo de calcio intracelular entre as células musculares distroficas e controle em
nossas condi¢gdes experimentais. Entretanto, tanto as administragcdes isoladas ou em
conjunto de NAC e DFX nao apresentaram efeito sobre a concentracdo de calcio nas
células musculares distroficas, possivelmente por nao terem efeito sobre os canais de calcio
citados anteriormente.

O efeito anti-inflamatério também pode ser uma possivel propriedade das drogas
utilizadas. A hipdtese inflamatoria sugere que musculos distréficos apresentam resposta
inflamatéria excessiva em consequéncia a lesao das fibras musculares, independente do
mecanismo que provoca a lesdo. A resposta inflamatoria exacerbada ¢ um mecanismo
secundario que aumenta a mionecrose € contribui para a progressdo da doenga
(WEHLING-HENRICKS; SPENCER; TIDBALL, 2001; PORTER et al., 2002;
HODGETTS et al., 2006). No tecido muscular, a inflamacao se inicia logo apds a lesdo das
fibras musculares. Ela compreende uma série de eventos que envolvem a integracdo do
sistema imunologico com o tecido lesado e sua finalidade € o reparo tecidual, para que a
regeneracdo possa acontecer (PRISK; HUARD, 2003). As fibras musculares em
degeneracdo liberam vdrias substincias, dentre as quais se destacam as citocinas pro-
inflamatorias, proteases, prostaglandinas, colagenases, fatores quimiotaticos e fatores de
crescimento (BONDESEN et al., 2007).

As citocinas pro-inflamatdrias e os fatores quimiotaticos estimulam o deslocamento
de células inflamatodrias, principalmente neutrofilos e macréfagos, para local da lesdo
(ROBERTSON et al., 1993; PRISK; HUARD, 2003; TIDBALL, 2005; TIDBALL,;
WEHLING-HENRICKS, 2007). As prostaglandinas também atuam na quimiotaxia de

c¢lulas inflamatorias e sdo importantes na ativacao, proliferacdo e diferenciagdo das células
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satélites durante a regeneracdo muscular (FUNK, 2001; PRISK; HUARD, 2003). Os
neutrofilos e macrofagos liberam proteases que degradam os fragmentos celulares e
fagocitam estes fragmentos, auxiliando na remocao dos mesmos do local da lesdo. As
proteases liberadas por estas células podem provocar danos ao tecido muscular integro que
circunda a lesdo e assim aumentar a area da lesdo, gerando aumento da resposta
inflamatéria local (CHEUNG; TIDBALL, 2003; TIDBALL, 2005). Em condi¢des
patoldgicas tais como nas miopatias e nas distrofias, a resposta inflamatdria excessiva pode
promover mionecrose (HODGETTS et al., 2006; RADLEY; GROUNDS, 2006).

A inibicdo das células inflamatdrias pode diminuir a degeneracdo e a necrose do
tecido muscular. Estudos utilizando anti-inflamatérios mostram reducdo significativa da
mionecrose em musculos esqueléticos de camundongos mdx (HODGGETS et al., 2006;
RADLEY; GROUNDS, 2006; TIDBALL; WEHLING-HENRICKS, 2007; TONON, et al.,
2012; MARQUES et al., 2008). Zafarullah et al. (2003) observaram que o tratamento com
NAC em doencas inflamatorias inibe a liberagdo de TNF-a e a quimiotaxia de neutrofilos e
mondcitos. Resultado semelhante foi obtido com o tratamento de NAC/DFX em
camundongos submetidos a extracdo de parte do figado (HEESEN et al., 2011).

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria expressa por células inflamatorias,
mioblastos, miotubos e musculo esquelético lesado (KURU et al., 2003). E também
produzido por tecido adiposo (WEISBERG; McCANN; DESAI, 2003; FRUHBECK,
2004), o qual ¢ frequentemente pronunciado na DMD (TONON, et al., 2012). Em resposta
a menor lesdo muscular, o TNF-a ¢ rapidamente liberado por mastocitos e também por
neutrdfilos, acumulando-se proximo ao local lesado (TIDBALL, 2005; RADLEY;
GROUNDS, 2006). Também ¢ um potente fator quimiotdxico atraindo células

inflamatérias para a area lesada (PETERSON et al., 2006). Tem sido proposto que o
68



aumento exacerbado de TNF-a e de neutréfilos, no inicio do dano sarcolemal conduz a
necrose das fibras musculares distroficas. Reforgando esta hipotese, o bloqueio in vivo do
TNF-a por cromoglicato de sodio, prevenindo a degranulagdo de mastocitos que liberam
altos niveis de TNF-a (RADLEY; GROUNDS, 2006), deple¢ao de neutrofilos hospedeiros,
bloqueio da fun¢do do TNF- a com Enbrel (HODGETTS et al., 2006) ou com Remicade
(GROUNDS; TORRISI, 2004) protege os camundongos mdx da necrose muscular.

Nossos resultados também demonstraram diminui¢cao do conteudo da citocina pro-
inflamatéria TNF-a nas células musculares distroficas apds tratamento in vivo e in vitro
com NAC, DFX e/ou com a associacdo de NAC e DFX. Sendo que, nos experimento in
vivo a reducdo mais expressiva foi nos animais tratados com a associagdo dos
medicamentos (STN: 64%, DIA: 66% e TA: 50%). Os resultados da quantificagdo da
expressdao do NF-kB, em nossos experimentos, foi similar ao do TNF-a nos musculos DIA
e STN.

Estudos sugerem trés possiveis mecanismos de como a ativag¢do do fator NF-kB pode
levar a perda muscular. A ativagdo do NF-kB pode: (1) aumentar a atividade do sistema
ubiquitina-proteassoma, o qual promove a degradacdo de proteinas musculares e promove
perda muscular (REID; LI, 2001); (2) promover o aumento do conteudo de diversas
moléculas inflamatérias como IL-1B, IL-6, TNF-a, moléculas de adesdo e matrix
metaloproteinase-9, as quais podem causar direta ou indiretamente perda muscular (REID;
LI, 2001; SENFTLEBEN; KARIN, 2002); (3) interferir no processo de diferenciagdo do
musculo esquelético, o qual € requerido para o reparo do tecido lesado (LANGEN et al.,
2001).

No que diz respeito ao sistema via ubiquitina-proteassoma, mecanismo relacionado a

atrofia muscular, duas proteinas sdo comumente utilizadas como marcadores dessa via: a
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MAFbx (muscle atrophy F-box), também conhecida como atrogin-1, e a MURF-1 (muscle
ring finger 1) (KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Segundo Cai e colaboradores (2004), o
fator NF-kB promove intensa fraqueza muscular mediada em parte pela MURF-1 e ndo
através da atrogin-1. Chen et. al. (2005) demonstraram que nado ha participagdo da atrogin-1
em qualquer estagio do processo de degeneracdo muscular da DMD. Estes autores
acreditam que o mecanismo da atrogin-1 ndo tem papel importante na perda muscular
distrofica. Diferindo desses autores, constatamos aumento da MAFbx nos musculos
distréficos.

Experimentos com camundongos mdx demonstraram que a ativacdo de moléculas
inflamatérias € a principal via de atuacdo do fator NF-kB no processo distrofico.
Colaborando com nossos resultados, aumento do contetido de citocinas pro-inflamatérias
reguladas pelo fator NF-xB, como TNF-a, foi observado nos musculos de camundongos
mdx antes do periodo necrotico (KUMAR; BORIEK, 2003, PINTO, 2013). Considera-se
também que o TNF-a ¢ um dos mais importantes indutores de NF-kB, contribuindo para
um feedback positivo (MESSINA et al., 2006).

No reparo do tecido muscular, o fator NF-kB pode inibir a sintese da MyoD
(BAKKAR; GUTTRIDGE, 2010). A MyoD ¢ um dos principais fatores de transcri¢do
miogénico que leva a expressdo do aumento de genes ligados a diferenciagdo celular,
exercendo um importante papel na ativacao de células satélites (HAWKE; GARRY, 2001).
Na literatura ndo ha relatos da correlacdo da ativagdo do fator NF-kB com a MyoD em
camundongos distroéficos. Em nossos experimentos, observamos diferenga significativa da
MyoD entre os grupos experimentais apenas no musculo TA, uma redugdo de (55%, 40%,
45% e 53%) do conteido da MyoD nos animais mdx salina, mdx ND, mdx N e mdx D,

respectivamente.
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Ha evidéncias de que MAFbx visa MyoD para a degradagdao, como observado em
varios modelos de atrofia muscular. Em culturas, miotubos submetidos a atrofia, houve
aumento da expressao de MAFbx, levando a uma transigdo citoplasma-nicleo de MAFbx e
uma supressao seletiva da MyoD (LAGIRAND-CANTALOUBE, et. al. 2009). Em nossos
experimentos, essa correlacao foi apenas observada com relagdo ao musculo TA.

Além da MAFbx (componente da via do catabolismo) e do fator transcricional
MyoD, aqui analisados em nossos experimentos, ¢ possivel que componentes da via do
anabolismo, como o fator IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina), também
possam estar envolvidos na fisiopatogénese da DMD. Reforcando esta hipotese, recentes
trabalhos demonstram o efeito benéfico da administragio do IGF-1 sobre as fibras
musculares distréficas (SECCO et al., 2013; KUMAR et al., 2011), indicando que a via
anabolica também deve ser considerada em futuros estudos do nosso grupo de pesquisa.

Um ultimo parametro avaliado em nossos experimentos foi o potencial efeito
antioxidante do NAC e DFX, o qual foi verificado através da quantificagdao dos niveis de 4-
HNE (in vivo e in vitro), reagdo DHE (in vivo) e pela determinagdo da produgdo de H,O,
(in vitro).

O 4-HNE ¢ um dos maiores produtos finais da peroxidacdo lipidica e tem sido
largamente aceito como um indutor de estresse oxidativo, estando envolvido na patogénese
de varias doengas degenerativas como a doenga de Alzheimer, aterosclerose e cancer
(UCHIDA, 2003; ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991). Inumeras bandas do 4-
HNE entre 26 a 170 kDa foram detectadas nos experimentos in vivo e in vitro. Os animais
tratados com NAC, DFX e NAC+DFX apresentaram redugdo de 40% a 50% dos niveis de

4-HNE nos musculos DIA e STN. Nos estudos in vitro, o tratamento com NAC, DFX e
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NAC+DFX promoveu a redu¢dao dos niveis de 4-HNE em 47%, 25% e 53%,
respectivamente.

Colaborando com nossos resultados, diminui¢cao do nivel de 4-HNE foi observada em
camundongos mdx que receberam NAC (PINTO et al., 2013). Em outros trabalhos,
diminui¢do de radicais livres também foi observada no musculo cardiaco de camundongos
mdx tratados com NAC, tornando-o semelhante ao observado em animais controle
(WILLIANS; ALLEN, 2007). O efeito antioxidante do tratamento com NAC/DFX também
foi constatado em outras doencas envolvidas com estresse oxidativo (TEIXEIRA et al.,
2008).

O DHE ¢ comumente usado como indicador de producdo de EROs in vitro
(BENOV; SZTEINBERG; FRIDOVICH, 1998) e in vivo (ROBINSON et al., 2006).
Semelhante ao observado por Whitehead, Yeung e Allen, (2006), constatamos aumento na
reagdo de DHE no musculo DIA distréfico, o qual reduziu ap6s os tratamentos. A marcacao
do DHE também revelou 4reas intensamente marcadas, as quais possivelmente células
inflamatorias como macrofagos e neutréfilos. Essas células sdo conhecidas por produzirem
EROs (NGUYEM; TIDBALL, 2003).

Ainda nos estudos in vitro, verificamos diminui¢ao significativa da liberagcdo de
H,0,; nas células musculares distroficas apos tratamento com NAC (23%), DFX (60%) e
NAC+DFX (71%). Embora o H,O, ndo seja um radical livre, tem sido considerado uma
das mais importantes EROs devido a sua alta capacidade de difusdo extracelular (Yu, 1994)
e também pela sua alta capacidade de gerar o radical OH, altamente reativo, via reacao de

Fenton (ARUOMA; HALLIWELL, 1989).
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Também avaliamos o sistema antioxidante através da analise da glutationa reduzida
(GSH). O sistema glutationa ¢ um dos mais importantes sistemas antioxidantes da maioria
dos tipos de tecidos in vivo (HALLIWELL; GUTTRIDGE, 1999). No musculo esquelético,
deficiéncia do mesmo (o que ¢ exigido para a atividade da Glutationa Peroxidase GPx para
sequestrar radicais livres) leva a degeneragao de diversas fibras musculares (SOARES;
FOLMER; ROCHA, 2003). A taxa de glutationa oxidada para reduzida (GSSG/GSH) ¢
vastamente utilizada como indicador do estresse oxidativo em diferentes tipos de células
(HALLIWELL; GUTTRIDGE, 1999). GSSG ¢ potencialmente toxico para as células, mas
as células normalmente contém altas atividades de Glutationa redutase (GR) (HUANG;
HUANG, 2002).

Sob circunstancias normais, os niveis de GSH intracelular sdo mantidos via
reciclagem do GSSG pela enzima Glutationa redutase (GR) dependente de NADPH. E na
célula muscular, a principal fonte de NADPH para GR ¢ a NADP-ICDH (isocitrato
dehydrogenase especifica) (LAWLER; POWERS; CRISWELL, 1993; MEIJER, 1991).

Com relagdo ao sistema antioxidante enzimatico, relata-se que este apresenta-se
alterado nos musculos de pacientes com DMD (NAKAE, 2004), onde a diminui¢do da
GSH foi encontrado em biopsia muscular de pacientes com idade média de 8 anos
(RENJINI 2012). Na literatura encontramos diferentes resultados a respeito desta enzima
nos animais mdx, quanto aos diferentes musculos e diferentes idades analisadas. Em nossos
experimentos encontramos diferenga deste contetido apenas no musculo Quadriceps, onde o
mdx apresentou diminuicdo da GSH. Notamos que os musculos DIA, STN e TA, ndo
tiveram alteracdo em suas concentragdes, nas reacdes enzimaticas de GSH, o que esta de

acordo com experimentos recentes (TERRILL et al., 2013).
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Diante do exposto, pode se observar que o tratamento com o antioxidante NAC ¢ o
quelante de ferro DFX atenua os efeitos deletérios que ocorrem nos animais distréficos.
Possivelmente, os efeitos benéficos observados apos o tratamento deve-se a propriedade do
NAC e DFX de diminuir a produ¢ao de EROs e consequentemente inibir a peroxidacao

lipidica no sarcolema.
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6.0 CONCLUSAO

O tratamento com NAC, DFX e NAC+DFX apresentou efeito benéfico sobre as fibras
musculares distréficas, tanto nos experimentos in vivo quanto in vitro, reduzindo:

- A degeneracao muscular, evidenciada pelo ganho de forca, redugcdo de CK e do calcio
intracelular;

- A inflamagdo exacerbada, a qual foi constatada pela reducao da area de inflamagao e
diminui¢do do contetdo de TNF-a ¢ NF-kB;

- A peroxidagdo lipidica e a producdo de EROs, demonstrada pela redug¢ao do radical
OH, H,0, e do conteudo de 4-HNE;

Tanto o tratamento isolado dos medicamentos quanto a associagdo apresentou potencial
efeito, entretanto em alguns experimentos a associacdo mostrou-se mais eficaz contra os
danos provocados pela distrofia. Sendo assim, sugerimos que o tratamento em conjunto de
NAC e DFX possa ser potencialmente util para o tratamento farmacologico da distrofia

muscular.
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8.0 ANEXOS

Anexo 1 — Certificado Comité de Etica
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 2128-1, sobre "Tratamento in vivo e in vitro

com a associacdo de N-acetilcisteina e deferoxamina em camundongos

distréficos”, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Elaine Minatel / Luis

Henrique Rapucci Moraes, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
— CEUA/Unicamp em 05 de abril de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2128-1, entitled " * B in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on April 5, 2010.
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