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“ Esforgar-se e lutar com resisténcia constitui a necessidade
mais essencial da natureza humana.”

Schopenhauer
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RESUMO

Na distrofia muscular de Duchenne (DMD) as fibras musculares nfo expressam distrofina,
uma proteina da membrana plasmatica, deixando-a instavel. Por isto as fibras sofrem
sucessivos ciclos de necrose, 0 que € no comego da doenga contrabalanceada pela
regeneragdo muscular. Com o passar do tempo a capacidade de regeneracio da fibra
muscular € perdida, o que resulta em fraqueza muscular e morte por insuficiéncia
respiratoria. As estratégias terapé€uticas devem incluir, portanto, a preven¢do da necrose ou
a estimulacdo da regeneragdo muscular e existe atualmente uma grande busca para a
identificacdo de farmacos que possam fazer isto. A ativagdo das células satélites, que sio
responsaveis pela regeneracao, ¢ mediada pelo ¢xido nitrico (NO). Considerando-se que a
produgdo de NO esta reduzida na fibra muscular distréfica, a idéia de se usar doadores de
NO para reativar a regeneragdo foi recentemente proposta. Neste trabalho investigou-se a
possibilidade de se usar dinitrato de isossorbida (DNIS), um doador de NO amplamente
empregado no tratamento de coronariopatias. Para isto utilizamos o camundongo mdx, que
€ 0 modelo animal para a DMD e o camundongo da linhagem C57Bl/10. Com a finalidade
de produzir mionecrose, e posteriormente regeneracao das fibras, o musculo tibial anterior
foi injetado com cloridrato de lidocaina. Os animais foram divididos em 4 grupos. Os
animais do Grupo I foram tratados com DNIS, os do Grupo II com verapamil, os do Grupo
I[II com solugdo salina, todos por via intraperitoneal. Os animais do Grupo IV nio
receberam nenhum tratamento. Dez dias apds os animais foram sacrificados e os musculos
tibiais anteriores retirados, processados e corados com hematoxilina e eosina. A avaliag@o
da regenerac@o foi feita pela contagem direta das fibras com o objetivo de se avaliar o total

de fibras de cada musculo. Os dados foram analisados pelo teste t de Student,



considerando-se o nivel de significincia de p< 0.05. Nossos resultados mostram que o
DNIS melhora significativamente a regeneragdo muscular. Apesar do verapamil, em
camundongos mdx ter também produzido melhora na regeneragio muscular, o DNIS é
capaz de promover um ganho adicional significativo em relagdo ao verapamil. Sugere-se
aqui que o ganho seletivo em fibras distroficas seja devido a a¢éo da calcineurina. Em suma
nossos resultados mostram que o DNIS € uma droga potencialmente 1til na terapia da DMD

que visa restaurar a capacidade de regeneragdo das fibras musculares.
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ABSTRACT

In the Duchenne muscular dystrophy (DMD), the lack of dystrophin expression
compromise the structural integrity of muscle fiber membrane resulting in necrosis of
muscle fibers. The muscle regeneration ability is lost, and myonecrosis is not
counterbalanced by muscle regeneration leading progressive loss of skeletal fiber muscle
and death by respiratory failure. It is feasible therefore that protecting muscle fibers from
necrosis and enhanced muscle regeneration are useful in the DMD treatment and there is
currently a great search for pharmacological agents. Activation of muscle satellite cells, the
myogenic cells, is mediate by nitric oxide (NO) and it is a fundamental step to the
successful of muscle regeneration. Because the expression of the nitric oxide synthase
(nNOS), the signaling molecule for NO synthesis, is largely reduced in muscles fibers of
DMD patients it has been hypothesized that NO based therapy can be useful in DMD
treatment. At the present we investigate whether the isosorbide dinitrate (ISDN), a well
studied NO donor that is widely used in the management of coronary artery disease,
interferes on muscle regeneration of mdx mice, a murine model of DMD. Adult mdx
mutant and C57BL/10 male mice were used. Drugs were dissolved in saline and solutions
were prepared immediately prior to administration. Necrosis of muscle fibers was then
induced by injecting lidocaine hydroclorydre on right tibialis anterioris muscle. Mdx and
C57/BL/10 mice were divided in 4 groups. Animals of Group I were given ISDN; mice of
Group II received verapamil, Group III was treated with saline and Group IV was not
treated. Ten days after mice were killed and right tibialis anterioris muscles were removed

and the middle belly were processed to be sectioned and stained with hematoxylin and
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eosin. Muscle regeneration was assessed by counting the total of muscle fibers. The date of
all were analyzed statistically by the Student’s test t, with the level of significance set at p<
0.05. Results shows that DNIS ameliorates in a significance level muscle repair in both
non distrophic and mdx mice and despite verapamil alone is able to improve muscle repair
DNIS showed to produce a more extensive regeneration. Interestingly DNIS is able to
support an significance additional gain in mdx mice and we speculate that it can be mediate
by calcineurin. Our results clearly demonstrated that DNIS is a potential drug to be used in

the NO-based therapy for DMD treatment.
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I-INTRODUCAO

1.1. Apresenta¢ao

Distrofias musculares sdo doengas hereditdrias, caracterizadas por alteracdes
degenerativas progressivas das fibras musculares. Dentre as distrofias, destaca-se a distrofia
muscular de Duchenne (DMD), uma miopatia cuja origem esté ligada ao cromossomo X, ¢
transmitida pela mae assintomatica ao filho do sexo masculino e acomete 1 em cada 3500
crian¢as (ENGEL, et al., 1998).

Na DMD as fibras musculares esqueléticas ndo apresentam distrofina, uma proteina
estrutural da membrana citoplasmatica da fibra muscular, o sarcolema, e que desempenha
papel fundamental na estabilidade sarcolemal (HOFFMANN et al., 1987, BONILLA ef al.,
1988). Admite-se que com a falta da distrofina, ocorra aumento da entrada de calcio no
sarcoplasma, a partir do meio extracelular, resultando em hipercontracdo das fibras
musculares seguida por necrose das mesmas (BERTORINI ez al., 1982). Nas fases iniciais
da doenga existe discreto processo de regeneragdo das fibras musculares, mas a capacidade
regenerativa declina rapidamente e, com isto, o tecido muscular € substituido por tecido
fibro-adiposo. Conseqiiente a isto ocorre perda da fungdo muscular.

Esse processo compromete inicialmente os musculos posturais, fazendo com que o
paciente apresente dificuldade de locomoc¢do e também em se manter na posicao ereta. Com
0 passar do tempo, ocorre comprometimento progressivo dos musculos da respiracao,

resultando finalmente em o&bito, principalmente por faléncia respiratéria (ENGEL et al.,
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1998).

Portanto, as estratégias empregadas no tratamento da DMD devem considerar: 1) a
prevencao da necrose das fibras musculares; 2) recuperar a capacidade de regeneracio das
mesmas. Muito embora as terapias celular e génica tenham propiciado resultados
promissores, ha, no momento, uma grande busca para a o tratamento farmacolégico através
da identificagdo de moléculas que possam evitar a mionecrose ou estimular a regeneracio
(BIGGAR et al., 2002; BOGDANOVICH ef al., 2003; NOVAK & DAVIES, 2004). No
presente trabalho objetiva-se estimular o processo de regeneracdo das fibras musculares
distréficas.

Estudos in vitro (LEE et al., 1994) com musculo esquelético ndo distréfico
demonstraram que a ativa¢do das células satélites, que sdo células quiescentes responséaveis
pela regeneragdo do tecido muscular, é mediada pelo 6xido nitrico (NO).

Um fato relevante ocorreu quando BRENMAN et al., (1995) descobriram que fibras
musculares de pacientes com DMD apresentam acentuada redugdo na expressdo de oxido
nitrico sintase (NOS), molécula responsavel pela sintese do NO. Imediatamente apés,
observou-se também que as fibras musculares de camundongos mdx (x chromosome-linked
muscular distrophy), um modelo experimental para estudos da DMD (BULFIELD et
al. 1984), apresentam reducio na expressao de NOS (CHANG et al., 1996).

Em fun¢do disto a Dra. Judy Anderson e seus colaboradores do Departament of
Human Anatomy, University of Manitoba, Canad4, passaram a investigar a relacao entre a
deficiéncia de NO e perda da capacidade de regenerac@o em fibras musculares distroficas.
Demonstraram inicialmente, que a inibi¢do da sintese de NO, através da administragdo de

N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), um inibidor da NOS, produz acentuada
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redugdo na regeneracdo de fibras musculares em camundongos mdx apés uma lesdo
provocada por esmagamento do musculo (ANDERSON, 2000). Com isto demonstrou-se
que também nas fibras distréficas a regeneragdo muscular depende da presenca de NO.

Os aspectos mais relevantes sobre a regeneragdo muscular em camundongos mdk,
foram publicados recentemente (ANDERSON & VARGAS, 2003). Observou-se que a
regeneragdo muscular sincronizada (aquela que ocorre apés uma lesdo provocada por
agentes fisicos ou quimicos, como por exemplo, esmagamento do musculo) pode ser
acelerada (ocorrer em tempo mais curto) € mais extensa (aumento no numero de fibras
regeneradas) apos a administragdo de l-arginine (L-arg), o substrato da NOS, e portanto um
doador indireto de NO. Com isto abriu-se a possibilidade do emprego do NO na terapia da
DMD.

Embora a L-arg ja venha sendo empregada clinicamente como doador de NO no
tratamento de diversas doengas, seu uso ainda ¢ recente. Além disto, quando administrada
por longos periodos, o que deve ser feito no caso da DMD, pode provocar efeitos colaterais
como, por exemplo, hipercalcemia e reagdes alérgicas, inclusive com choque anafilatico

(BOGER & BODE-BOGER, 2001).
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1.2. Regenerac¢ao muscular

Em miusculos esqueléticos a regeneragdo muscular depende da presenga e da ativagéo
molecular das células satélites. Estas células, presentes em todos os vertebrados,
permanecem quiescentes e sdo ativadas, dentre outros mecanismos, por uma lesdo
mecénica ou quimica das fibras musculares para reparar a fibra muscular lesada (CHARGE
& RUDNICKI, 2004; ANDERSON & WOSNIAK, 2004).

Ultraestruturalmente, estas células podem ser descritas com um nucleo oval grande e
heterocromatico considerado inativo; ribossomos, reticulo endoplasmatico, aparelho de
Golgi, numerosas vesiculas junto a membrana plasmatica e centriolos visiveis, que
desaparecem durante a miogénese (MAURO, 1978). Distribui-se pela extensdo das fibras,
alojando-se em suas depressdes, logo acima do sarcolema, numa freqiiéncia bastante
variavel relacionada a diversos fatores como a topografia da fibra, o tipo de fibra muscular
e a idade do individuo. No musculo soleo, por exemplo, encontra-se uma meédia de 5000
células satélite/mm’, enquanto que o tibial anterior apresenta apenas 900 células
satélites/mm’ (SCHMALBRUCH & HELLHAMER, 1976).

Os fatores que controlam esta distribuigdo desigual ndo sdo bem conhecidos, mas
podem estar associados ao processo de maturagdo do misculo, desempenho contratil e
idade do individuo. Durante a fase inicial do desenvolvimento as células satélites sdo mais
abundantes, quando contribuem para o desenvolvimento do musculo no periodo pos-natal,
diminuindo abruptamente em poucos meses. Esse declinio € conseqiiéncia da fusdo das

células satélite entre si durante o crescimento muscular. A diminui¢do numérica destas

células torna-se mais acentuada conforme se aproxima a senilidade. Devido a isso, o
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potencial  proliferativo das células torna-se limitado (SCHMALBRUCH &
HELLHAMMER, 1976).

Apos uma lesdo sarcolemal, qualquer que seja a natureza do agente agressor, ocorre
um aumento no influxo de calcio para o interior do citosol resultando em hipercontracio
imediata das miofibrilas, com formacdo de uma massa densa e irregular de miofilamentos
que caracteriza a necrose da fibra muscular. Na maioria dos casos, entretanto, a membrana
basal muscular ndo sofre alteragdo, permanecendo ao redor dos restos necroticos. A
integridade da membrana basal na forma de um tubo endomisial é importante para o
sucesso da regenera¢do muscular (KARPATI & CARPENTER, 1988).

Ja nos primeiros minutos apos a mionecrose inicia-se uma série de eventos celulares
e moleculares que acarretam a regeneracao muscular. Esses eventos, que ocorrem de forma
simultdnea e sincronizada, tém como objetivos remover o material necrético e ativar as
células satélites. Os restos necréticos dispostos no interior do tubo endomisial, sdo
progressivamente destruidos por proteases enddgenas, juntamente com a atuagdo do
infiltrado celular de polimorfonucleares. Dentro de 48 horas o material necrético é
completamente removido por macréfagos derivados dos mondécitos do sangue circulante
(CARLSON, 1986).

Paralelamente a isso, as células satélites s@o inicialmente ativadas passando da fase
GO para a fase G1 do ciclo celular, seguido por rapida proliferacdo e diferenciagdo em
mioblastos culminando em miotubo. Nesta fase, portanto, observa-se mitoses abundantes e
a formacdo de um aglomerado de células no espaco formado pela remogdo do material
necrotico. O tubo endomisial coordena a mobilizacéo das células satélites no inicio da

regeneragdo, orienta o posicionamento dos mioblastos neoformados através das proteinas
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presentes na lamina basal. A seguir ha uma migragio centripeta das células, que passam a
se dispor linearmente no centro do tubo endomisial. Seqiiencialmente, as células
formadoras do miotubo fundem-se numa unica estrutura que ird reconstituir a cito-
arquitetura da fibra muscular (PEARSON, 1973). Ao final deste processo tem-se uma fibra
regenerada.

Assim sendo, apés um processo regenerativo decorrente de uma lesdo qualquer, a
fibra muscular regenerada perde suas caracteristicas de fibra muscular normal. A
distribui¢do centralizada dos nucleos constitui o processo de centronuclea¢do (TORRES &
DUCHEN, 1987: NARITA ef al., 1999). Além disto os nicleos apresentam-se volumosos,
de aspecto vesicular, com cromatina descondensada e nucléolo proeminente (ZACHARIAS
& ANDERSON, 1991;: TORRES & DUCHEN, 1987), caracteristicas de nucleos presentes
em células em atividade de sintese. Esta atividade € ainda evidenciada pela presenca de um
citoplasma basofilico (BENOIT & BELT, 1970) e de escassez de elementos contrateis,
visiveis pelo nimero reduzido de estriagdes.

Atualmente, acredita-se que a centronucleagdo € o indicativo de um processo de
regeneragdo que se desenvolve numa determinada fibra, sendo o pardmetro adotado para a
distingdo da fibra regenerada de uma ndo regenerada (TORRES & DUCHEN, 1987;
NARITA et al., 1999), atuando ainda na compensa¢do da fragilidade da fibra muscular

regenerada em animais distroficos como suporte mecanico (NARITA et al., 1999).
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1.3. Distrofia muscular de Duchenne

1.3.1. Aspectos clinicos, etiologia e fenotipia das fibras musculares

Apesar das investigagbes bioquimicas, histopatolégicas e moleculares serem
recentes, as primeiras observagdes sobre esta miopatia foram publicadas por Duchenne em
1861 (ENGEL er al., 1998).

Estudos subseqiientes realizados por Gowers, 1886 e Erb, 1891 (ENGEL er al.,
1998) descreveram aspectos histoldgicos e clinicos do misculo distréfico. As observagdes
realizadas revelaram heterogeneidade no didmetro das fibras, proliferagdo do conjuntivo
intersticial e substituicdo fibro-adiposa do tecido muscular. A isto se associava
enfraquecimento da musculatura das extremidades do corpo, lordose, hipertrofia muscular
do segmento atingido, redugdo da motricidade, auséncia de distirbios sensoriais e protusio
das escapulas.

A doenga ¢€ clinicamente diagnosticada durante a infancia. Entre 3 e 6 anos de idade
inicia-se a lordose lombar e os primeiros sinais, como hipertrofia dos musculos
gastrocnémios, dificuldade de levantar-se e quedas freqiientes. Por volta de 11 anos de
idade, a for¢a dos musculos dos membros pélvicos diminui rapidamente, sendo que os
musculos flexores dos dedos, biceps femoral e quadriceps femoral sdo os mais atingidos,
podendo ter sua fungdo reduzida de 50 a 70%. O comprometimento destes musculos reduz
significativamente a atividade motora do individuo, impossibilitando-o muitas vezes de
caminhar ou exercer qualquer tipo de ag@o que dependa destes musculos. A atividade fisica
portanto, decresce abruptamente entre os 7 € 11 anos de idade. As alteragdes subsegiientes

resultam da perda da capacidade de locomog¢do e na reducdo da massa muscular dos
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membros acompanhada de uma cifo-escoliose pronunciada. Em seguida, ocorre
comprometimento parcial dos musculos respiratorios, levando a uma insuficiéncia
progressiva nas pressoes inspiratoria e expiratoria, culminando em faléncia respiratoria. O
6bito decorre, portanto, de insuficiéncia respiratoria, € numa porcentagem menor, de
insuficiéncia cardiaca (ENGEL er al., 1998).

A DMD ¢ uma miopatia ligada ao cromossomo X decorrente de translocagdes ¢
delecdes na banda 1 da regido 2 do brago curto do cromossomo, denominada de banda
Xp21. Essa banda apresenta uma seqiiéncia de nucleotideos responsaveis pela expressdo de
uma proteina composta por 3683 amino4cidos que integra o sarcolema da fibra muscular
denominada distrofina (VERELLEN e? al.,1984; FRANCKE et al., 1985).

A distrofina localiza-se junto ao sarcolema, unida a proteinas integrantes que se
comunicam com os elementos da matriz extracelular na face externa, e com as proteinas do
citoesqueleto na face interna (Fig. A - B). Este modelo sugere que a distrofina, unida as
proteinas integrantes, confere a estabilidade da superficie da membrana da fibra muscular
durante sua contracio e relaxamento. Esta proteina apresenta-se na forma de um dimero
antiparalelo associado a outras proteinas estruturais do sarcolema. O dimero de distrofina
apresenta-se dividido em quatro dominios; o primeiro relacionado com a o-actina, 0
segundo ligado a espectrina, 0 terceiro a ancarina e o ultimo a um complexo de proteinas

unidas a laminina (ENGEL et al., 1998).
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Distrofina

Figura

(A) Complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema extrajuncional. Os componentes
intregrais do complexo estdo indicados por elipses vazias e as proteinas que estdo
associadas a este complexo estdo sombreadas. Adaptado de Lim e Campbell, Curr. Op.
Neurology, 11, p. 443-452, 1998.

(B) Complexo distrofina-glicoproteinas na jungdo neuromuscular. Adaptado de Sunada

e Campbell, Curr. Op. Neurology, 8, p. 379-384, 1995
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A expressdo da distrofina muscular ¢ regulada de acordo com as etapas do
desenvolvimento. Nos musculos fetais, a distrofina é detectada no sarcolema depois da
nona semana de gestagdo, aumentando progressivamente sua expressio nas jungdes
neuromusculares e miotendinosas, na superficie das membranas dos tibulos T e junto &
diversas juncdes celulares (ENGEL er al., 1998).

Assim sendo, o dominio associado a o-actina promove uma interacdo entre o0s
elementos do sarcolema e do citoesqueleto com a distrofina, de modo que uma deficiéncia
na expressao desta compromete a expressao e organizagio das demais proteinas, causando
a deterioragdo da fibra, diante de uma lesdo (BONILLA er al., 1988). Portanto, uma
deficiéncia na sintese de distrofina resultaria na fragilidade da fibra muscular tornando-a
suscetivel a lesdo e a necrose a partir do acumulo intracelular de cdlcio na regido

subsarcolemal da fibra (BERTORINI e al., 1982).

1.3.2. Aspectos da terapia

As duas caracteristicas fenotipicas mais acentuadas das fibras musculares distroficas
sdo sua susceptibilidade a necrose e a perda da capacidade de regeneracdo. Portanto, as
estratégias terapéuticas na DMD tém como objetivos: 1) impedir ou retardar a mionecrose
e/ou estimular a regeneragdo muscular (BIGGAR et al., 2002; BOGDANOVICH et al.,
2003; NOVAK & DAVIES, 2004).

De uma forma geral as terapias sdo classificadas em trés categorias; 1) génica, 2)

celular e 3) farmacoldgica.
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1.3.2.1. Terapia Génica

Os procedimentos enquadrados no grupo das terapias genéticas tém como objetivo
restaurar a sintese de distrofina e, dessa forma, devolver ao sarcolema sua estabilidade.
Portanto elas visam corrigir o problema priméario da DMD. Uma delas, talvez a mais
extensivamente examinada, diz respeito ao uso de virus como vetores de transferéncia do
DNA que codifica distrofina. Apesar de inumeros estudos experimentais terem
demonstrado que esta € uma abordagem potencialmente promissora, uma das maiores
dificuldades reside no tamanho da molécula de DNA. Outra dificuldade reside na
quantidade de vetores a ser administrada, visto que moléculas de DNA devem alcancar a
musculatura de todo o corpo e coragdo (WELLS & WELLS, 2002; XU er al., 2004). Em
fun¢do do aumento do tamanho do virus/vetor ocorre também aumento da antigenicidade e,
portanto, da resposta imune.

Na tentativa de contornar os efeitos colaterais, alguns pesquisadores tém tentado
restaurar a expressdo de distrofina através do uso de algumas regides do DNA ao invés da
molécula inteira. Com 1sto a reag¢do imune torna-se menos vigorosa e a expressdo de
distrofina pode ser restaurada de forma razoavel. Outra estratégia tem sido o emprego das
mesmas técnicas para restaurar a expressao de “mini-utrofina”, a qual parece devolver certa
estabilidade ao sarcolema e que devido ao menor tamanho do gene nd3o suscita a
possibilidade de resposta imune. Além disto, utiliza-se vetores virais menores (WANG et
al., 2000; EBIHARA et al., 2000; GREGOREVIC et al., 2004).

No momento, essa estratégia terapfutica estd sendo aplicada em um grupo de
pacientes no Hospital Pitie-Salpetriere da Franca e seus resultados ndo foram ainda

avaliados.
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1.3.2.2. Terapia celular

Entre as técnicas de terapia celular destaca-se o transplante de mioblastos.
Representa de fato a mais antiga das técnicas de terapia celular. Baseia-se no fato de que,
durante a regeneragdo muscular pés- trauma, nova fibra muscular ¢ gerada pela fusdo de
milhares de mioblastos, os quais por sua vez originam-se de mioblastos que se replicam
centenas de vezes. Consiste na inje¢do de mioblastos normais dentro de musculos
distroficos. A maioria dos estudos experimentais, cujo inicio deu-se em 1989
(PARTIDRGE er al., 1989) utiliza-se de camundongos distroficos da linhagem mdx,
propiciam resultados bastante otimistas (PAGEL & MORGAN, 1995; GUSSONI et al.,
1999). Embora também em humanos alguns estudos tenham sido razoavelmente bem
sucedidos, pois um numero significativo de novas fibras musculares passa a expressar
distrofina (GUSSONI et al., 1999), hd um consenso de que a médio e longo prazo o
transplante de mioblastos ndo traz beneficios ao paciente (GUSSONI et al., 1992;
TREMBLAY ez al., 1993; MILLER et al., 1997; NEUMEYER et al., 1998).

No primeiro més apds o transplante, a percentagem de fibras musculares é de 36%,
o que se configura suficiente para restaurar, de modo significativo, a fungdo muscular.
Entretanto, para a grande maioria dos pacientes, ao final de 6 meses, a expressdo de
distrofina ndo pode mais ser detectada (MILLER et al., 1997).

E possivel que o insucesso do transplante de mioblastos deva-se também 4 reagao
imune contra 0s mesmos, pois a administracao de imunossupressores, simultaneamente ao
transplante, tem gerado melhores resultados (OHTSUKA et al., 1998). Contudo, a maior
dificuldade pode estar associada ao fato da baixa capacidade de migra¢do dos mioblastos.

Isto explicaria o sucesso da terapia em camundongos, pois, migrando distancia de apenas
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alguns milimetros os mioblastos podem restaurar quase que inteiramente alguns musculos
desses animais.

Mais recentemente a terapia celular da DMD incorporou a possibilidade de se
empregar células da linhagem hematopoiética (GUSSONI et al., 1999). Essa idéia baseou-
se nos achados de Ferrari es al., (1998) que foram os primeiros a observar que a
regeneracdo de musculo normal nio € feita exclusivamente pelas células satélites. Uma vez
injetadas em um camundongo receptor, tanto por via intramuscular como endovenosa, as
células da medula Ossea diferenciam-se em células musculares e se alojam na musculatura
do animal receptor. Esse estudo, contudo também demonstrou que a freqiiéncia de fibras
musculares do animal receptador que se tornam distrofina positivas é muito pequena,
representando cerca de 1-4% do total de fibras musculares do animal receptador.

Os primeiros estudos em camundongos mdx (GUSSONI et al., 1999; BITTNER et al.,
1999) confirmaram que a incorporagdo de células doadoras ¢ de fato muito pequena, o que
nio confere beneficio significativo em termos de recuperagéo da fungio muscular.

Um fato interessante a favor do emprego das células derivadas da medula 6ssea deu-se
quando Labarge & Blau (2002) demonstraram que além delas contribuirem para a formacao
de novas fibras musculares, participam também na constitui¢do de um novo pool de células
satélites no animal receptador. Verificou-se também que a porcentagem de fibras
musculares origindrias das células doadoras aumenta significativamente quando a
regenera¢do muscular € do tipo sincronizada (CORTI et al., 2002; CORBEL er al., 2003) e
que cardiomiopatia pode ser corrigida pela reposi¢do de distrofina em 50% dos

cardiomiocitos (YUE ef al., 2004). Esses dados passaram a colocar a terapia por células



indiferenciadas da medula dssea, agora amplamente conhecida como células-tronco, como
a alternativa mais promissora para o tratamento da DMD.

Os primeiros estudos em pacientes reproduziram resultados similares aqueles vistos
nos camundongos mdx, qual seja o de pequena porcentagem de fibras musculares, embora
0s nucleos das novas fibras musculares persistam por longo tempo (GUSSONI er al.,
2002). Apesar dos estudos clinicos estarem em andamento, ndo hé ainda uma avaliagdo

definitiva sobre a terapia com as células-tronco.

1.3.2.3. Terapia farmacolégica

Representa a mais antiga e extensivamente empregada (KHURAMA & DAVIES,
2003). A vasta maioria das drogas tem como objetivo principal reduzir ou retardar a
evolucdo do processo inflamatdrio, pois desde hd muito (ARAHATA & ENGEL, 1984,
1988) tem sido demonstrado que a inflamagdo atua de forma significativa na patogénese da
DMD. Segundo BOGDANOVICH et al. (2003) o uso de esterdides foi iniciado em 1965
por Barthelmai.

Embora 0 mecanismo pelo qual 1sto ocorra ndo seja conhecido, sabe-se que além dos
efeitos na reducdo do processo inflamatdrio, os esterdides promovem a supressdo dos
efeitos citotoxicos, a melhoria da homeostasia do calcio (essencial para a integridade das
fibras musculares), a estimulagdo dos mioblastos e aumento da forga de contragdo muscular
em cerca de 25%. O maior obstaculo ao uso dos esterdides, especialmente por longos
periodos, ¢ o desenvolvimento de efeitos colaterais como ganho de peso, hipertensdo

arterial e diabetes. Os efeitos colaterais decorrem especialmente do emprego do predinizona
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e tem sido relatado que sua substituicdo pelo deflazacorte pode minimizé-los (ANGELINI
etal., 1994).

Estudos experimentais tem visado diminuir a resposta inflamatéria com o emprego de
estabilizadores de membrana de mastécitos, como por exemplo, 0 cromogligato de sédio
(GRANCHELLI et al., 1996). Embora os resultados experimentais sejam positivos, ndo se
tém informagdes sobre seu uso em pacientes.

Além da diminui¢do da resposta inflamatéria a terapéutica farmacolégica pode visar
diretamente a prevengdo da mionecrose. O mecanismo através do qual isto pode ser feito ¢
0 bloqueio dos canais de célcio, pois como j4 citamos anteriormente, esses fons parecem
participar de forma efetiva na génese da necrose. Estudos experimentais com nifedipina,
entretanto, tem gerado resultados variaveis, nem sempre positivos, embora sua substituicio
pelo dantrolene tenha produzido resultados mais promissores (ENGEL et al., 1998).

Atualmente o deflazacorte tem sido extensivamente empregado, tanto clinica (ENGEL
et al., 1998) como experimentalmente (ANDERSON & VARGAS, 2003) em combinagdes
com outros agentes com bons resultados. Mais recentemente, estudos experimentais com
agente antagonista do TNFa (Remicade®) mostrou ser capaz de retardar de maneira
eficiente o inicio do ciclo de necrose que acomete os camundongos mdx antes destes
completarem 21 dias de vida (GROUNDS & TORRISI, 2004).

A terapia farmacologica que visa estimular especificamente a regenera¢do muscular é
bastante recente. A partir de observagdes experimentais de que a expressdo de IGF-I e IGF-
IT se encontrava aumentada em musculos em regeneragdo (LEVINOVITZ er al., 1992)
imaginou-se que estes poderiam ter algum papel na ativagdo das células satélites.

Posteriormente notou-se que quando administrados in vitro, esses fatores promoviam a
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prolifera¢éo e a fusdo de mioblastos (DOUMIT et al., 1993; COLEMAN et al., 1995).
Observou-se também que esses fatores induzem aumento na sintese de proteinas
musculares levando a hipertrofia das fibras musculares (CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Estudos em camundongos distréficos demonstraram claramente que esses agentes sdo
capazes de restaurar a for¢a de contragdo muscular, o que é acompanhada por significativa
melhoria na estrutura e bioquimica muscular (LYNCH ef al., 2001), mas ndo se tém dados
acerca de ensaios clinicos com IGF-I e IGF-II.

Outra estratégia farmacolégica promissora que tem como objetivo induzir a criagdo de
novas fibras bem como aumentar seu didmetro, promovendo dessa forma melhoria da
fenotipia, foi recentemente publicada por BOGDANOVICH er al., 2002. Neste trabalho os
autores bloquearam in vivo a expressio da miostatina, um regulador negativo do
crescimento muscular em camundongos mdx, através da utilizagdo de anticorpos. Assim,
foram capazes de produzir hipertrofia em fibras musculares distroficas resultando em
animal com for¢a muscular muito acima dos animais normais. Embora promissora, pouco
se sabe de ensaios clinicos de inibi¢do da miostatina.

Também recentemente (ANDERSON & VARGAS, 2003) iniciou-se
experimentalmente a terapia baseada na administracdo de farmacos doadores de NO. Foi
observado que a regeneragdo muscular em camundongos mdx € significativamente
melhorada com a administrag@o de L-arginina, um substrato para a sintese de NOS.

Neste trabalho daremos continuidade a terapia experimental baseada na

administracdo de NO.
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1.4. Oxido nitrico

1.4.1. Bioquimica e fisiologia

O oxido nitrico relaciona-se a diversos processos bioquimicos e funcionais
cardiovasculares, musculares e patogénicos, caracterizando-se como um mediador quimico
(BREDT & SNYDER, 1994; KOBZIK et al., 1994).

Estudos realizados no inicio de década de 80 revelaram o mecanismo do
relaxamento vascular mediado for um fator descrito como fator de relaxamento dependente
do endotélio (FURCHGOTT ez al., 1980). Estudos subseqiientes demonstraram que o
mecanismo descrito era mediado por um radical livre, denominado de éxido nitrico (NO)
(PALMER et al., 1987).

Sabe-se hoje que o NO € um gés produzido através da oxidagio da L-arginina pela
oxido nitrico sintase (NOS), estimulada por célcié intracelular, via calmodulina
(SCHUMAN & MADISON, 1994). A NOS € a enzima que realiza a sintese do NO.
Existem multiplas isoformas da NOS, denominadas de induzida e constituivas - neuronal e
endotelial (KIECHELE er al., 1993) e encontram-se distribuidas em diversos tecidos,
porém todas estdo presentes no musculo estriado esquelético (FORSTEMANN, et al.,
1998). A atuagdo do NO € medida através da estimulagdo da guanilil ciclase, enzima
catalizadora da conversio da GTP (guanosina trifosfato)) em GMOc (guanosina
monofosfato ciclico) (CHAO et al., 1998).

O NO atua em diversas fungdes celulares como mensageiro, provocando
relaxamento na musculatura lisa dos vasos sangiiineos (PALMER ez al., 1987; HIBBS, et

al., 1988; MONCADA et al., 1991). Apds a atuagdo da NOS, o NO permeia o endotélio
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atuando junto a musculatura lisa via GMPc, produzindo o relaxamento vascular (CONGER,
1994).

Alguns trabalhos t€m relatado a atuagdo do NO no sistema cardiovascular como
vasoprotetor, inibidor da ativagdo plaquetdria, modulador da ativagio e adesividade
leucocitaria (FURCHGOTT er al., 1984) e nos sistemas respiratério (NATHAN, 1995),
nervoso (PAAKKARI er al., 1995) e urinario (BACHMANN et al., 1994), como
vasodilatador e modulador da homeostase.

Terapeuticamente o 6xido nitrico exdgeno € resultante da desnitrificacdo enzimatica
de vasodilatadores como o nitroprussiato de sddio e o dinitrato de isossorbida, resultando
na liberagdo de NO e na produgdo de conjugados, num intervalo médio de tempo de 6
minutos (GOODMAN & GILMAN, 2000). Atualmente, diversos trabalhos tém empregado
o dinitrato de isossorbida como doador de NO (KHANLARI er al., 2001; STRAPKOVA et

al.,2001; GENOVA et al., 2001).

1.4.2. Oxido nitrico no musculo esquelético

No musculo esquelético o NO esta relacionado ao processo de contragdo muscular,
o que € feito através da ativagdo da guanilato ciclase, aumento dos niveis de cGMP, e
conseqliente liberagdo de calcio (STAMLER & MEISSNER, 2001).

Outra agdo importante diz respeito a vasodilatagdo provocada pelo NO liberado do
musculo, durante a contragdo muscular. E possivel que este efeito vasodilatador tenha papel
fundamental na protegdo das fibras musculares contra uma eventual isquemia resultante de
vasoconstrigdo originaria do sistema nervoso simpatico em resposta ao estimulo contratil

(RANDO, 2001).
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Trabalhos recentes sugerem que o 6xido nitrico atuaria também como mediador na
ativagdo das células satélites (ANDERSON, 2000). A distribui¢@o das células satélites
junto ao sarcolema das fibras musculares favoreceria sua exposi¢do ao o6xido nitrico
liberado, induzindo a ativagdo destas células (SCHULTZ & MACCORMIK, 1994;
ANDERSON, 2000).

Estudos realizados in vivo demonstraram que de fato o NO produzido pela NOS em
fibras musculares estriadas esqueléticas promove a ativacio das células satélites. Da mesma
forma, empregando-se bromodioxidouridina (BrdU) e inibidores farmacologicos do NO foi
possivel constatar em culturas in vitro o envolvimento do NO no recrutamento e na
ativacdo das células satélites presentes nas fibras analisadas (ANDERSON &
PILIPOWICZ, 2002). A inibi¢do da produgdo do NO resulta na reducgio da velocidade de
ativag@o das células satélites, no didmetro das fibras e na massa muscular em cerca de 40%
(WANG et al., 2001). Trabalhos recentes demonstraram que inibidores farmacoldgicos da
enzima ¢Oxido nitrico sintase atuam diretamente na disponibilizagdo do NO para as células
satélites comprometendo a regenera¢do muscular (ANDERSON, 2000).

Dentro do mesmo principio, é possivel que a atuagdo de drogas doadoras de NO
contribua para o processo de regeneragio muscular, sendo que seu mecanismo parece estar
assoclado, além da vasodilatacdo, a atuacdo direta do NO.

A similaridade na distribui¢do da distrofina com a NOS na fibra muscular,
compromete a expressdo da NOS pela reducdo da distrofina em pacientes portadores de
DMD, evidenciada pela auséncia de atividade enzimatica e imunoreatividade da NOS no
tecido muscular dos pacientes (CHANG et al., 1996; GUO et al., 2001). O complexo

distrofina interagindo com a por¢do N — terminal da NOS, promove uma interdependéncia



funcional entre as duas moléculas. A auséncia da distrofina promove uma perda seletiva de
proteinas da NOS relacionadas a sinalizagdo enzimatica no sarcolema dos miécitos. Este
comprometimento contribui para a rdpida degeneracdo das fibras e deficiéncia na
regeneragdo muscular (BRENMAN et al., 1995), sugerindo-se que o NO esta envolvido no
recrutamento das células satélites presentes nas fibras.

Estudos experimentais demonstraram que a inibicio da atividade da NOS
compromete o processo de ativagdo das células satélites e a regeneragdo muscular (WANG
et al.,2001; ANDERSON et al., 2002). Diversas atividades enzimaticas e imunoreativas da
0xido nitrico sintase neuronal (nNOS) revelaram-se significativamente reduzidas ou
ausentes em musculos de paciente portadores de DMD, da mesma forma que em estudos
experimentais realizados com camundongos mdx e com o controle C57 (CHANG et al.,
1996, GUO et al.. 2001).

Assim sendo, a investigagdo do processo de regeneracdo muscular e a influéncia do
NO sugere uma possivel explica¢io para a patogénese de algumas distrofinopatias, como a
DMD.

Além da atuagdo na contratilidade e na regula¢do do suprimento sangiiineo, 0 NO
atua diretamente sobre a diferenciagdo dos miécitos (STAMLER & MEISSNER, 2001) e
na ativacao das células satélites (LEE et al., 1994; ANDERSON, 2000; ANDERSON &
VARGAS, 2003).

Um desses fatores estd diretamente relacionado & agdo endotelial do NO,
promovendo a atuagdo do fator de crescimento derivado das plaquetas e endotélio - PDGF
(ENGEL, 1998). A liberagdo deste mediador modula a ativacdo das células satélites no

processo de regeneracdo muscular. A atuagdo do PDGF ndo é o principal agente na
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ativagdo destas células, contudo, atua significativamente no estimulo e proliferagdo celular
(BISCHOFF, 1986; AUSTIN, 1991).

Um dos fatores associados a regeneracdo muscular refere-se ao papel do o6xido
nitrico neste processo. O 6xido nitrico (NO) é um gas presente no sarcolema, resultante da
agdo catalitica da Oxido nitrico sintase (NOS), uma proteina que encontra-se associada a
porgdo N terminal da ol-sintrofina e demais proteinas de membrana que ligam-se ao
citoesqueleto (MONCADA er al., 1991; BRENMAN e al., 1995; HEMLER, 1999).

Estudos recentes confirmam a participagdo do NO no recrutamento e ativagdo do
ciclo celular das células satélites em culturas de fibras musculares, sugerindo ainda a
participa¢do do HGF (fator de crescimento dos hepatécitos) como mediador secundério
nesta mobilizagdo (ANDERSON & PILIPOWCZ, 2002), dentro do mesmo parimetro de
atuacdo do PDGF.

A correlag@o entre o didmetro das fibras e o NO pode ser verificada em observagdes
experimentais com animais distréficos (ANDERSON; VARGAS, 2003) e ndo distroficos

(WANG et al., 2001).

1.5. Objetivos

Este trabalho tem por objetivo verificar se a administracdo de dinitrato de
1sossorbida, um doador de NO extensivamente empregado ha varias décadas no tratamento
clinico de coronariopatias, influencia a regenera¢do muscular em camundongos distréficos

mdx.
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II - MATERIAIS E METODOS

1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 52 camundongos adultos (6 a 8 semanas de idade) provenientes do
Biotério Central da UNICAMP, divididos em 2 grupos de animais submetidos a
tratamentos com drogas diferentes. Os grupos foram constituidos por camundongos

distréficos (mdx) e camundongos da linhagem C57BI/10 distribuidos no seguinte esquema:

Grupo mdx (n = 16)
e Tratamento com cloridrato de verapamil (verapamil): n =4
e Tratamento com dinitrato de isossorbida (DNIS): n =4
e Tratamento com solugdo salina: n=4

e Nio tratado: n=4

Grupo controle — C57BV/10 (n = 16)
e Tratamento com verapamil : n =4
e Tratamento com DNIS: n =4
e Tratamento com solugdo salina: n = 4

e Nio tratado: n= 4



34

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro-

escuro, recebendo ragéo e dgua ad libitum.

2. Administracdo das drogas e da soluc¢io salina.

2.1. Vasodilatador doador de 6xido nitrico (DNIS)

Empregou-se solugdo de dinitrato de isossorbida (Isordil, Wieth®) como
vasodilatador doador de ¢xido nitrico (KHANLARI et al., 2001; STRAPKOVA ef al.,
2001; GENOVA er al., 2001). Administrou-se, por via intraperitoneal, 1ml de solugdo de
DNIS diluido em solugéo fisiolégica, na dose de 0,2mg/g de peso do animal, em cada
animal do grupo. Esta dosagem foi estabelecida experimentalmente a partir do nivel

maximo de tolerdncia do animal a droga.

2.2. Vasodilatador nao doador de 6xido nitrico (Verapamil)

Com a finalidade de avaliar a influéncia da vasodilatagio no processo de
regeneracdo muscular, empregou-se um vasodilatador nido doador de éxido nitrico, o
cloridrato de verapamil - Verapamil, Basf Generix® (ABE et al., 2000). Dessa forma pode-
se avaliar o papel do oxido nitrico sem a interferéncia de outros fatores, como a
vasodilatagdo. Administrou-se intraperitonialmente 1ml de solugdo de cloridrato de
verapamil diluido em solugdo fisiolégica, na dose de 0,02mg/g de peso do animal em cada
animal do grupo. Esta dosagem foi estabelecida experimentalmente a partir do nivel

maximo de tolerdncia do animal a droga.



2.3. Solucao salina

Utilizou-se a aplicacio intraperitonial de 1 ml de solug&o salina 0,9%.

3. Procedimentos experimentais

Iniciou-se 0 experimento com o tratamento dos animais com verapamil, DNIS e solucao
salina. Para isto, 4 camundongos mdyx, e 4 da linhagem C57Bl/10 receberam, de acordo com
o protocolo acima descrito, doses diérias de cloridrato de verapamil.

Um segundo grupo de camundongos (mdx, n=4 ¢ C57Bl/10, n=4) recebeu, da mesma
forma, injegdes de DNIS. O terceiro grupo de animais, com a mesma populagdo dos
anteriores e com o mesmo protocolo de tratamento, recebeu injegdes de solugdo salina.

Os 3 grupos foram tratados por um periodo de 12 dias, sendo que no quarto dia de
tratamento. sem interromper as inje¢des de verapamil, DNIS e salina e a fim de que
pudéssemos avaliar a a¢do das drogas acima na estimulacdo da regeneragao muscular, foi
necessario provocar necrose das fibras musculares. Utilizou-se, para isto, um agente que

permite a regeneragdo “ad integrum” e procede-se conforme descrito a seguir.

3.1. Inducdo de necrose/regeneracao das fibras musculares

Os animais dos 3 grupos foram anestesiados com injegao intraperitoneal de
Francotar® (Ketamina) e Virbaxyl® 2% (cloridrato de xylazina- Virbac do Brasil Industria
¢ Comércio Ltda) na propor¢ao de 1:1, na dose de 0,3 ml/100g de peso corporal.

Imediatamente apos exibir sinais de anestesia profunda, o animal foi disposto em
decubito ventral, e procedeu-se a depilagéo da regido antero-lateral do membro pélvico

direito.
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Empregando-se seringa (Iml) e agulha (13x4), o musculo (tibial anterior) foi
injetado com cloridrato de lidocaina (Xilocaina® — Astra Quimica, solugdo injetavel a 2%
sem vasoconstritor) na dose de 0,2ml por animal no ventre muscular.

Apos este procedimento, os animais foram recolocados em suas gaiolas originais e

continuaram recebendo injegdes de verapamil, DNIS e salina.

3.2. Sobrevida e sacrificio dos animais

Finalizado o tratamento, os animais foram anestesiados com 0,3 ml de hidrato de
cloral a 10%, por via intraperitoneal. Ap6s exibir sinais de anestesia profunda, o plastrdo
esternal foi aberto aproximadamente na linha mediana, o coragio exposto e foi realizada
uma abertura no atrio direito. Utilizando-se agulha 25x7, introduzida no ventriculo
esquerdo, e montada em seringa de 20 ml, perfundiu-se o animal com aproximadamente 40
ml de formol-célcio (formaldeido PA a 40%, 10 ml; agua destilada, 90ml; acetato de calcio,
lg) A seguir a regiao antero-lateral da perna direita foi novamente incisada por
aproximadamente 1 ¢cm e o musculo tibial anterior direito (tratado) retirado e fixado na

mesma solug@o de formol-calcio durante 24 horas.

4. Processamento do musculo

O musculo foi seccionado em 3 segmentos aproximadamente iguais sendo que os
tercos superior ¢ inferior foram desprezados. O ventre médio foi entdo processado para
inclusdo em historesina; sendo inicialmente lavado e imerso em etanol 70% e

progressivamente desidratados em etanol 95%, etanol absoluto I e etanol absoluto II
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ficando imersos por 30 min. em cada uma dessas solugdes. Apos a ultima solucdo de etanol
absoluto, o fragmento foi transferido para uma solugdo de etanol-resina por 3 horas sendo
sequiencialmente transferido para a resina pura, onde permaneceu “overnigth”. Apos isto o
fragmento muscular foi acondicionado em formas as quais adicionou-se a mistura de
historesina e polimerizador (Historesin®, Leika, Alemanha) na proporcéo: historesina, 50
ml; ativador, 0,5¢ em 15 partes de endurecedor. A polimerizacio foi realizada a vacuo em
bomba comum. Uma vez polimerizada a resina, os blocos foram retirados das formas e
fixados em suportes de madeira com cola de secagem réapida.

A seguir procede-se a microtomia, com navalha de vidro através da qual foram
obtidos cortes de 2um de espessura. Os cortes foram entio colhidos em laminas
previamente tratadas com poli-L lisina, sendo que a distensdo dos mesmos foi realizada em
cubas de agua fria. Os cortes foram hidratados e corados em solu¢do de hematoxilina por 15
min. Em seguida foram lavados em agua corrente e seqiiencialmente corados com eosina
por 10 min. Os cortes entdo foram lavados em agua destilada, seguindo-se a desidratacéio e

montagem em Verniz.

5. Avaliacio da regeneracio muscular e tratamento estatistico

Foi realizada através da contagem da populagdo total de fibras musculares e
populagdo de fibras regeneradas (centronucleadas) a partir da selecio de um corte de
musculo de cada um dos animais dos grupos, empregando-se microscopio de luz Olympus
Tokyo dotado de ocular com reticulo com linhas paralelas horizontais e verticais que

dividiam o campo microscopico em 4 regides distintas.
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A morfometria foi realizada empregando-se o mesmo equipamento. Foram
selecionadas aleatoriamente 100 fibras de uma sec¢do do musculo tibial anterior de cada
um dos animais dos grupos controle e experimental, as quais foram medidas com auxilio de
uma ocular milimetrada em intervalos de 2 um e objetiva de valor 10.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatistico do tipo Student utilizando-se

p < 0.05 como nivel de significancia.



III- RESULTADOS

Tabela 1. Média = Desvio Padrao das populagdes de fibras regeneradas em animais
C57/BL10 e mdx tratados com solucio salina, cloridrato de verapamil e dinitrato de

isossorbida e nao tratados. ( *p < 0.05 ).

Grupos Nao tratado Salina Verapamil DNIS
C57 BL/10 4.734£90 4.736+99 4.993x£140 5.438+£146*
mdx 4.502+139 4.528+139 5.338+147* 6.206+168*

Tabela 2. Média = Desvio Padriao do diametro em pm das as populacées de fibras
regeneradas em animais C57/BL10 e mdx tratados com solucio salina, cloridrato de

verapamil e dinitrato de isossorbida e nio tratados. ( *p <0.05 ).

Grupos Nao tratado Salina Verapamil DNIS
39.02 + 3 +32 30.11+£32 43,4 +£5,3*
€57 BL/10 39,02+2.8 39,113, 9,
21.81 6.1 2336+69 2467+53 27,98 +9,8%
mdx
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Figura 1 - 3. Corte transversal do miisculo tibial anterior de camundongo C57 B1/10 tratado respectivamente
com solugdo salina, cloridrato de verapamil e DNIS. Figura 4 - 6. Corte transversal do musculo tibial anterior

de camundongo mdx fratado respectivamente com solugéo salina, cloridrato de verapamil e DNIS. H.E.
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IV — DISCUSSAO

1. Sobre a metodologia

1.1. O Modelo experimental (camundongo mdx)

Os camundongos distroficos surgiram em 1989 a partir de uma muta¢do espontdnea
de uma colénia de camundongos da linhagem C57Bl/10 e foram denominados de mdx (x
chromossome-linked muscular dystrophy) (SICINSKI ez al., 1989).

A partir disto, os camundongos mdx tém sido extensivamente utilizados como
modelo experimental para investigacdo de praticamente todos os aspectos inerentes a
DMD. Devido 4 origem dos animais mdx os experimentos devem sempre ter como controle
os camundongos da linhagem C57BI/10. Por isto, os mesmos foram por nés empregados
qualificando assim os aspectos comparativos do presente trabalho.

Os estudos iniciais visaram, naturalmente, a comparago entre as fibras musculares
do camundongo com aquelas dos pacientes com DMD. A seguir passou-se a estudar a
fisiopatologia da DMD através das fibras musculares do mdx. Assim sendo, as informagdes
hoje conhecidas sobre a fisiopatologia da doenga devem-se aos estudos realizados com
esses animais (PASTERNAK et al., 1995; LEFAUCHER et al, 1995; PASTORET &
SEBILLE, 1995: HAGIWARA et al., 1995; IRINTCHEV et al., 1997, ANDERSON et al.,

1998; BOCKHOLD et al., 1998; VILQUIN er al., 1998).
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A similaridade entre as fibras musculares dos pacientes e aquelas dos camundongos
¢ a auséncia ou redugdo na expressio da distrofina. O mesmo pode se dizer quanto as
moléculas associadas a distrofina, em especial a NOS.

Outro aspecto semelhante entre as duas fibras musculares reside no fato de que,
devido a auséncia de distrofina elas sofrem necrose. Contudo, a evolugdo do quadro clinico
nao € exatamente a mesma. At o inicio da senilidade, os camundongos n@o apresentam
fraqueza muscular, nio desenvolvem escoliose ou lordose e nio vdo a 6bito. Em
camundongos jovens e adultos (cerca de 52 semanas de idade) as fibras musculares
necroticas sdo totalmente substituidas por fibras regeneradas.

Os primeiros sinais de degeneragdo e regenerac¢io das fibras musculares em animais
distréficos iniciam-se por volta de 20 dias de idade. Entre 35 e 90 dias a necrose atinge seu
apice, comprometendo um grande numero de fibras. Neste periodo encontram-se mais de
50% das fibras do musculo em regeneragdo, com didmetro varidvel e centronucleagdo. Com
cerca de 120 dias de idade, praticamente todas as fibras do musculo encontram-se
regeneradas (TANABE er al., 1986).

Estudos mais recentes (LEFAUCHER er al., 1995) demonstram que a capacidade
regenerativa diminui em animais idosos (65 a 104 semanas), em especial nos musculos
esqueléticos de grande volume, como por exemplo, o quadriceps, musculos posturais e o
diafragma. Também a capacidade de regeneragdo muscular decresce com decorrer do
tempo, de acordo com o numero de ciclos de degeneragio — regeneragio (LUZ et al.,

2002).
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Torna-se evidente que estudos que visam testar alguma droga, no sentido de evitar a
necrose das fibras. ou retardar a evolucio da doenga. atuando através dos mecanismos de
inflamac@o devem ser feitos antes do camundongo mdx alcancar 21 dias ou apos 16 meses
de idade de vida. Da mesma forma ndo ha possibilidade de se examinar os efeitos de
qualquer droga na estimulagdo da regeneragéio muscular, em camundongos cuja faixa etaria
situe-se entre essas duas idades, pois, a capacidade regenerativa estd naturalmente mantida.

Assim sendo, neste trabalho, ndo utilizamos na avaliagio dos provéveis
estimuladores da regeneracdo, musculos distréficos sem indu¢do mionecrose (exceto o
controle) por xilocaina, pois 0os mesmos apresentam naturalmente grande capacidade
regenerativa. Considerando essa metodologia, os resultados seriam questionaveis, embora
alguns experimentos recentes refiram aumento da regeneragdo espontinea (ndo induzida)
por algumas moléculas como, por exemplo, aqueles que empregaram doadores de NO
(ANDERSON & VARGAS, 2003). Com excegdo deste (ANDERSON & VARGAS, 2003)

em todos os trabalhos procede-se a indugédo de regeneraco sincronizada.

1.2. Uso da Lidocaina

Basicamente todos os trabalhos que t€ém como objetivo estudar a regeneragdo
muscular em camundongos mdx utilizam-se do esmagamento (“crush”) do musculo como
instrumento para provocar a necrose (LEFAUCHEUR & SEBILLE 1995; LEFAUCHEUR
et al., 1995; IRINTCHEV et al., 1997; ANDERSON, 2000; ANDERSON & VARGAS,

2003.
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Como a membrana basal muscular e as células satélites sdo totalmente preservadas,
a regenerac@o muscular € praticamente total. Com isto, pode-se manipular a regeneragio
através da administragdo das drogas ou de demais procedimentos desejados, tais como
aplicagdo de laser, etc.

Neste trabalho, optamos pela lesdo quimica através da injecdo de cloridrato de
lidocaina. A razio principal dessa escolha foi o fato do mesmo ser feito como rotina em
nosso Laboratério de pesquisas. Assim estdo bem estabelecidas as doses e volumes, bem
como os detalhes de procedimentos necessarios para a produco da lesdo desejada. Dessa
forma a interpretagdo dos dados pode ser feita com a seguranga necessaria, permitindo
conclusdes mais perenes.

Inje¢des intramusculares de cloridrato de lidocaina ou de outros anestésicos locais
como, por exemplo, a bupivacaina, vem sendo empregada como meio para produgdo de
mionecrose em estudos da regeneracdo, desde a 1970, quando BENOIT & BELT
demonstraram que esses agentes produzem necrose dentro de alguns minutos, & qual segue-
se rapidamente a remocdo dos restos necrdticos sendo que e a regeneracdo das fibras
completa-se em alguns dias (ORIMO et al., 1991). Sabe-se hoje que as c€lulas satélites sdo
resistentes aos anestésicos. Eles preservam também a microcirculagdo sanguinea € o
componente nervoso intramuscular.

Embora a escolha a do anestésico tenha se baseado nas prerrogativas ja
mencionadas, entendemos que para os objetivos deste trabalho, este represente um modelo
mais adequado que do esmagamento do musculo, considerando inclusive que nossos
resultados poderiam ser diferentes daqueles ora apresentados, caso optassemos por adotar a

técnica de esmagamento.
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Para nosso experimento, a adequagio do uso das inje¢cdes baseia-se em vérios
pontos. a comecar pelo fato que o mecanismo de lesdo da fibra muscular assemelha-se em
muito aquele aceito para a necrose das fibras distréficas tanto em camundongos mdx como
em pacientes DMD. Os anestésicos produzem, inicialmente pequenas rupturas do
sarcolema através do qual ocorre influxo de célcio. Com isto, tal como acontece nas fibras
distroficas, ocorre hipercontragdo e necrose. O segundo ponto reside no fato que o
esmagamento do musculo produz lesdo do componente nervoso intramuscular. A produgéo
de uma lesdo com mesma intensidade e extensdo ndo é tdo facilmente reproduzida.

O esmagamento inclui alguns pardmetros de dificil controle como, por exemplo,
intensidade de forga aplicada sobre o musculo. As variagdes anatdmicas também
colaboraram para que um mesmo padrdo de esmagamento seja dificil de se reproduzir;
enquanto em um determinado animal o feixe nervoso localiza-se proximo do local de
esmagamento em outro pode localizar-se mais distante.

Diferencas na intensidade da lesdo podem comprometer os resultados. Embora a
ativagdo das células satélites e sua diferenciacdo em mioblasto e posteriormente em
miotubos ndo depende da presenca de inervagdo, seu desenvolvimento posterior depende
totalmente da presenca da inervacio (CHARGE & RUDNICKI, 2003).

O esmagamento muscular produz extensas lesdes vasculares. O sucesso da
regeneracao muscular, em especial a velocidade com que a mesma ocorre, depende da
integridade dos vasos. A remog¢do dos restos necréticos depende invariavelmente da
presenca do infiltrado inflamatério que por sua vez sé ocorre em presenca de capilares

integros.
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Além de interferir na regeneragdo muscular, através do retardo na remogio do
material necrético, as lesdes vasculares podem influenciar diretamente no processo
regenerativo. A ativacdo das células satélites depende, em parte, de moléculas que atuam
como fatores troficos e que sdo secretadas por células do infiltrado inflamatério, em
especial pelos macrofagos (GROUNDS, 1999).

Devemos nos lembrar que o NO € o eixo deste trabalho e que este estd diretamente
envolvido na fisiopatologia dos processos inflamatérios em geral (FOSTER et al., 2003)
bem como naqueles que evolvem 0 tecido muscular esquelético (STAMLER &
MEISSNER, 2001; CHARGE & RUDNICK, 2003). Lesdes da fibra muscular e da matriz
extracelular do musculo induzem a produgdo de NO.

Esses dados nos permitem concluir que 0 modelo de inje¢do é mais adequado, pois
pode interferir de maneira menos intensa nos processos de liberagio de NO no local da

lesdo, o que poderia influenciar diretamente €m nossos resultados.

1.3. Tratamento com vasodilatadores

Cada animal recebeu uma aplicago de 0.1 ml de cloridrato de lidocaina no ventre do
musculo tibial anterior direito induzindo-se a lesdo das fibras musculares. As aplicagoes de
cloridrato de verapamil e dinitrato de isossorbida foram administradas nos oito dias que se
seguiram 4 aplicag@o da lidocaina, objetivando a determinar 0 efeito da vasodilatagao per se

em comparagao com a vasodilatagdo associada & doa¢ao de NO.



48

portanto, cuja expresséo de NO estava aumentada a regeneracdo muscular ocorre mais
precocemente, € 0 que € mais importante, de forma mais extensa.

Dessa forma, entendemos que o presente trabalho aborda um tema bastante atual.

Dentro da grande colaboragao originaria do trabalho d¢ ANDERSON & VARGAS,
a possibilidade de se empregar clinicamente doadores de NO deve ser reexaminada,
levando-se em conta ser uma droga comercialmente disponivel.

ANDERSON & VARGAS utilizaram um doador indireto de NO, pois a L-arginina
¢ na verdade o substrato para a sintese de NOS. O uso clinico de L-arginina é recente e
pouco difundido. Embora parec¢a ser bem tolerado em humanos, diversos efeitos colaterais
como por exemplo, hipercalcemia e reagdes alérgicas (incluindo-se choque anafilatico) tém
sido relatados (BOGER & BODE-BOGER, 2001). Imagina-se que em pacientes com DMD
algumas dessas altera¢des possam tornar-se ainda mais importantes pois, algumas delas
como a hipercalcemia ja se manifestam durante o curso normal da doenga e seriam portanto
exacerbadas (ENGEL eral., 1998).

Contrariamente ao 0 que ocorre com a L-arginina, o dinitrato de isossorbida é uma
droga utilizada ha mais de 50 anos no tratamento de coronariopatias. Esquemas de
dosagem, efeitos colaterais e uso prolongado, como requer as terapias da DMD, s@o por
demais conhecidos (PARKER & PARKER, 1998; FUNG, 2004). Eventualmente as
limitagGes ao uso do DNIS ficariam por conta da tolerancia ao uso crénico do DNIS. Esse
aspecto voltara a ser discutido adiante.

Portanto, neste trabalho ndo nos limitamos apenas a confirmar os efeitos benéficos

de um doador de NO, mas preocupamo-nos em fornecer novos dados empregando como
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doador de NO, um farmaco que se encontra disponivel para eventuais ensaios clinicos
imediatos.

Nossos achados demonstram claramente que a regeneragao muscular sincronizada,
em musculos distréficos, pode ser significativamente melhorada em sua extensdo, pelo uso
do DNIS. Esses dados sugerem que pacientes com DMD podem ter algum beneficio com
essa droga.

Sabe-se que o DNIS ¢ rapidamente metabolizado e que sua vida média é muito
curta; cerca de 40 minutos. Como ndo procedemos nenhuma avaliacdo da concentragdo
local do NO, uma questéo a ser levantada é como explicar o beneficio de uma droga téo
pouco disponivel para a ativagdo das células satélites.

Devemos nos lembrar que o DNIS ¢ na verdade uma “pré-droga”. Ele ¢
metabolizado no figado e isto resulta em dois principais metabélitos: 0 2-mononitrato de
isossorbida e 0 5-mononitrato de isossorbida, que sdo os verdadeiros responsaveis pelas
acdes biologicas do DNIS. Apesar da rapida metabolizagdo do DNIS, diversos trabalhos
tem demonstrado que o 2-mononitrato de isossorbida e o 5-mononitrato de isossorbida,
possuem meia vida de 4 e 5 horas respectivamente (PARKER & PARKER, 2001; FUNG,
2004). Além disto, tragos de DNIS foram observados em diversos tecidos animais 4 horas
apos ter sido administrado por via oral e endovenosa. Outro fato relevante é que quando
administrado em doses elevadas o DINS € capaz de sustentar os efeitos benéficos por longo
periodo de tempo, o que sugere que o nivel plasmatico de seus metabdlitos mantém-se por
tempos maiores (PARKER & PARKER, 2001). E importante mencionar que no presente
trabalho utilizamos a dose de DNIS a partir do nivel méaximo de tolerdncia do animal &

droga.
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Isto, mais os fatos descritos acima, pode ser empregado como uma possivel
explicagdo para a manutengdo do DNIS por tempo suficiente para atuar de forma continua
sobre as células satélites musculares, promovendo assim uma regenera¢cdo muscular
significativamente melhor que aqueles animais que néo foram tratados com DNIS.

Outra questdo a ser levantada no presente trabalho ¢ se melhoria da regeneragao
muscular ndo pode ser devido aos efeitos vasodilatadores do DNIS. Essa questao
fundamenta-se ndo s6 em dados da literatura, mas também em nossos proprios resultados,
pois observamos que nos animais distréficos tratados com verapamil a regeneracdo foi
significantemente melhor que em animais nio tratados e nos tratados com salina, muito
embora tenha sido significantemente menos extensa que em animais tratados com DNIS.

Com relagdo a DMD, nossos resultados referentes ao verapamil no estéio de acordo
com a literatura. Numerosas observagdes clinicas demonstraram que o verapamil ndo
produz efeitos benéficos nos pacientes. Os resultados foram bastante negativos, sendo que
essa terapia foi abandonada logo apés ter sido inicialmente preconizada (ENGEL et al.,
1998).

Entretanto a comparagdo entre a nossa situagfo experimental e aquelas do
tratamento clinico sdo por demais dissimilares e nfo permitem conclusdo mais efetiva. A
comegar pelo fato do grupo de pacientes cuja faixa etéria e situagdo clinica diferiam em
muito mesmo entre si. Some-se a isto o fato que em nosso trabalho examinamos
regenera¢ao muscular do tipo induzida pela injecdo da xilocaina.

Contudo o conjunto de dados fornecidos pela literatura ndo permite que ignoremos

o fato de que o verapamil per se pode promover algum beneficio na regeneragio.
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A atuacdo da vasodilatagdo como fator promotor da regeneragdo muscular esta
ligada diretamente ao proprio mecanismo de regeneracdo muscular. Dentro do processo de
regeneragdo muscular, os fragmentos do sarcoplasma presentes no interior do tubo
endomisial necessariamente sdo removidos através do infiltrado inflamatério caracterizado
por polimorfonucleares (CARLSON, 1986; KARPATI & CARPENTER, 1988).

Numa inflamagao aguda, como ocorre na lesio induzida em modelos experimentais
€ na mionecrose e regenera¢do muscular, o processo de vasodilatagdo produzida por
mediadores quimicos como a histamina, a prostaglandina e préprio NO viabilizam alguns
eventos celulares.

A estase € produto de diversos fendmenos vasculares e celulares, viabilizados por
substancias denominadas de mediadores quimicos. Numa inflamagio aguda, como ocorre
na lesdo induzida em modelos experimentais e na mionecrose muscular, 0 processo de
vasodilatagdo produzida por mediadores quimicos como a histamina, a prostaglandina e o
proprio NO viabilizam os eventos celulares. A remocio do material necrético por
leucocitos acelera o processo de regeneragdo muscular, uma vez que propicia a migragdo de
células satélites para a por¢do central do tubo endomisial necrético (MEYER e al., 1984;
GROUNDS. 1987).

Os fatores exdgenos de ativacao de células satélites incluem uma mediagio pelo NO
envolvendo alguns agentes, como o HGF - fator de crescimento de hepatécitos (TATSUMI
et al., 1998; ANDERSON & PILIPOWICZ, 2002). Dessa forma, dentro de 2 dias as células
sat€lites encontram-se ativadas e em atividade mitética, formando ao final de 4 dias os
miotubos multinucleados que dentro de uma semana restabelecem a fibra muscular lesada

(SADEH et al., 1985).
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Teoricamente, pois, o mesmo principio da vasodilatagdo promovida pelo NO
otimizando o processo de regeneragio muscular, poderia ser observada através da atuacio
de outros vasodilatadores ndo doadores de NO, como ¢ o caso do verapamil.

Pode-se considerar, portanto, a atuagdo do NO no processo de regenera¢do muscular
atraves de 3 vias: 1) da atuagdo direta junto as células satélites, promovendo a regeneragido
muscular; 2) da promocio de vasodilatagdo, estase, migracdo leucocitéria e remoc¢do do
material necrético, acelerando a ativacdo de células satélites e otimizando a regeneracao; e
3) do estimulo do FGH, que atua diretamente sobre as células satélites.

Portanto € possivel que o DNIS, tenha estimulado a regeneracdo através destes
mecanismos. Nossos resultados demonstram que o DNIS promoveu melhoria na
regenera¢do muscular de camundongos mdx por uma via adicional aquela da vasodilatagao,
sendo que os dados quantitativos ndo deixam duvidas sobre isto. Imaginamos que essa via
adicional seja a ativag@o das células satélites. O mecanismo pelo qual isto ocorre nio esta
esclarecido, pois a literatura referente 4 agdo do NO na regeneragio conta com apenas 2
trabalhos (ANDERSON, 2000; ANDERSON & VARGAS, 2003; ) cuja preocupacdo foi
apenas demonstrar que 0 NO pode melhorar a regenera¢do muscular.

Nosso trabalho também nZo permite conclusdes acerca do mecanismo de ag¢do do
NO sobre as células satélites, mas existe um dado extremamente importante: o DNIS
produziu, nos camundongos distroéficos um efeito benéfico adicional aquele produzido nos
camundongos nao distroficos.

Isso permite-nos sugerir, pela primeira vez, que as células satélites ou outras

células precursoras da fibra muscular, em animais distréficos, e por extensio na



DMD, podem ser mais susceptiveis 4 acdo do NO ou que o mecanismo de ativacio
difere em relacio as células satélites normais.

Sabe-se que, seguido & injecdo de lidocaina e consequente necrose das fibras
musculares. a reagdo inflamatéria produz de forma desordenada grandes quantidades de
NOS induzida (CIRINO er al., 2003). Além disto a matriz extracelular do musculo lesado
pela xilocaina, produz a liberagdo de fator de crescimento de hepatécito (HGF) que é um
dos mais importantes ativadores de células satélites (TATSUMI et al., 2002). Em
principio, portanto, o resultado do ganho adicional por parte do DNIS poderia, pois ser
explicado pelo mecanismo sinérgico entre esses fatores naturalmente liberados pela
inflamacao mais 0 NO exégeno decorrente da administragdo do DNIS.

Uma segunda explicagao, entretanto, baseia-se em um trabalho recente de STUPKA
et al., (2004) que demonstraram que a calcineurina, uma fosfatase que regula o mecanismo
de transcrigdo através do calcio, é determinante para o sucesso da regeneragdo de fibras
musculares distroéficas, mas ndo o € para fibras musculares normais.

Interessante € que a expressao de calcineurina eleva-se ap6s mionecrose por
bupivacaina, também um anestésico local (SAKUMA et al., 2003), e que a defosforilacdo
da calcineurina resulta em ativa¢do da nNOS com um 6bvio aumento da sintese de NO.

Em func¢do disto, sugerimos que o ganho adicional na populacdo de fibras
musculares nos animais distroficos decorre de um sinergismo entre NO derivado da nNOS
produzida pela lesdo via calcineurina e 0 NO derivado do DNIS.

Como nossos resultados sugerem, no que diz respeito i capacidade de
estimular a regeneragio, o DNIS é uma droga potencialmente empregivel dentro da

NO terapia.
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Além da atuagio do NO, no que se refere 4 melhoria da capacidade regenerativa, a
analise morfométrica das fibras distroficas revela também atuacdo no aumento do didmetro
da fibra.

O didmetro médio das fibras distréficas decresce entre 3 e 5 semanas, sendo
verificadas grandes variagdes nos didmetros das fibras em relacdo ao didmetro médio de
40pm das fibras musculares ndo distréficas (SADEH et al., 1985). Contudo, a média
estabelecida para o musculo tibial anterior de camundongos mdx situa-se entre 10 e 20pum,
como taxa predominante (TORRES & DUCHEN, 1984).

A correlagao entre o didmetro das fibras e 0 NO pode ser verificada em observacdes
experimentais com animais distréficos (ANDERSON: VARGAS, 2003) e nido distroficos
(WANG er al., 2001)

A inibigdo cronica da NOS acarreta diversas alteragdes morfoldgicas, como reducéo
da massa muscular e do didmetro da fibra (WANG et al., 2001). Sabendo-se que nos
animais distréficos a atividade da NOS est4 reduzida e, portanto, corroborando para uma
redugdo do didmetro da fibra, a administragdo de NO exégeno parece ser o fator mais
provavel para explicar o aumento do didmetro em relagdo aos tratamentos com cloridrato
de verapamil e solugdo fisioldgica.

Assim sendo, o grupo distrofico respondeu positivamente ao tratamento com o
doador de NO, admitindo o NO exdgeno, da mesma forma que este foi utilizado para a
otimiza¢do do processo regenerativo.

A pergunta final que se coloca é da viabilidade do emprego da droga em humanos,
pois € demais sabido que quando usado cronicamente desenvolve-se tolerdncia ao mesmo.

Embora 0 mecanismo exato de tolerdncia a0 DNIS nao esteja ainda esclarecido, existem
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basicamente 4 mecanismos para explica-lo (PARKER & PARKER, 1998; FUNG, 2004),
sendo que apenas um deles se refere a via bioquimica do NO. Ele postula que a tolerancia
ocorre em fungdo da deplegdo de grupos sulfidricos os quais s@0 necessarios a
biotransformag&o do nitrato (que é o elemento do DNIS) em NO. Os demais mecanismos
estdo relacionados a interagdes moleculares do tecido vascular como o endotélio e as
células musculares lisas dos vasos. Assim sendo. a menos que a tolerancia deva-se a
deplecdo dos grupos sulfidricos, a atuagdo do DNIS sobre a ativagdo das células satélites
pode perdurar por periodos infinitos dando factibilidade ao uso clinico do DNIS no

tratamento da DMD.
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V - CONCLUSAO

A administracdo do DNIS melhora a regeneracio muscular sincronizada em
camundongos da linhagem mdx.
O DNIS tem potencial para uso clinico dentro da terapia baseada em NO, que tem

sido proposta para a DMD.
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