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ABREVIATURAS
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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é o tipo mais comum de miopatia
caracterizado pela perda da deambulacdo aproximadamente aos 10 anos de idade, levando a
6bito por volta da segunda década de vida devido a insuficiéncia cardiorespiratéria. A
degeneracao muscular e a fibrose estdo associadas com a inflamagao nos musculos distréficos
em pacientes DMD e no camundongo mdx, modelo experimental para a DMD. Sendo assim, a
identificacdo de farmacos que possam amenizar a severidade e retardar a progressao da doenga
é necessaria. Neste trabalho foi examinado o efeito da doxiciclina (DOX), um membro da
familia das tetraciclinas, na mionecrose e na fibrose intersticial nos musculos esquelético e
cardiaco, além da funcdo muscular de camundongos mdx jovens e idosos. No grupo mdx
jovem, o tratamento com a DOX (Sandoz) foi administrado na dgua de beber 6mg/ml, para a
mae e seus recém-nascidos. Iniciou-se o tratamento no dia do nascimento e a mae foi mantida
na gaiola com os filhotes durante os 36 dias de tratamento (n=9). O grupo mdx controle
recebeu apenas dgua (n=9). No grupo mdx idoso, o tratamento com a DOX (Sandoz) foi
administrado na dgua de beber 6mg/ml, para os camundongos durante 9 meses. Este
tratamento foi iniciado aos 8 meses e finalizado aos 17 meses de idade (n=8). O grupo mdx
controle recebeu apenas dgua, durante o mesmo periodo (n=8). Através da avaliacdo
histopatoldgica no musculo esquelético (biceps braquial, diafragma e tibial anterior) e cardiaco
foram identificadas e quantificadas, fibras em degeneracdo, fibras com nucleo central e com
nicleo periférico, drea de regeneracdo, drea de inflamacdo e drea de fibrose. Foi realizada
andlise bioquimica, através da determinacdo dos niveis séricos da Creatina Cinase (CK) no
plasma sanguineo e andlise funcional da for¢a de tracdo do membro toracico. Os resultados
quantitativos foram comparados entre os camundongos mdx-DOX e os mdx controles. Nossos

resultados mostram que a DOX amenizou o fenétipo distréfico na musculatura esquelética e



xii
cardiaca e melhorou a for¢a muscular do membro tordcico nos camundongos mdx. A DOX
protegeu as fibras musculares contra a mionecrose acompanhada por uma diminui¢do dos
niveis de CK e reduziu a drea de inflamacdo. Além disso, a DOX retardou a progressao da
fibrose miocérdica e a fibrose no musculo esquelético. Dado que a DOX apresenta compostos

bem tolerados e aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) esta droga surge como

um potencial agente para o tratamento da DMD.

Palavras-chave: Distrofia muscular de Duchenne, doxiciclina, camundongo mdx.
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ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common myopathy characterized by loss of
ambulation at about 10 years of age with death by twenties due to respiratory and cardiac
insufficiency. Muscle degeneration and fibrosis are associated with inflammation in dystophic
muscles of Duchenne muscular dystrophy and in the mdx mice. The identification of prompt-
to-use drugs that can reduce the severity and slow down the progression of the disease is
required. We examined whether doxycycline (DOX), a member of tetracycline family, can
improve histopathology and muscle function of the mdx mice, an experimental model for
DMD. For the short term study, DOX was administered to mothers and newborns in drinking
water at 6mg/ml beginning at 1 days of birth, for 5 weeks (n=9). Control mdx mice received
water only (n=9). For the long term study, DOX was given in drinking water at 6mg/ml (n=8)
during 9 months (starting at 8 months age). Control mdx mice received water only (n=8).
Skeletal (biceps brachii, diaphragm and tibialis anterior) and cardiac muscles were submitted
to histopathological (degenerating fibers, fibers with central nucleus and nucleus with
peripheral areas of inflammation and fibrosis area), biochemical (serum creatine kinase — CK)
and functional studies. Quantitative results were compared between treated and untreated mdx
mice. We found that DOX significantly minimized dystrophic phenotype in skeletal and
cardiac muscles and improved forelimb muscle strength. The drug protected muscle fibers
against myonecrosis and decreased inflammation accompanied by a decrease serum CK.
Furthermore, DOX slowed down the progression of myocardial fibrosis and skeletal muscle.
Given that DOX is well tolerated and approved by the Food and Drug Administration this
drug emerges as a potential agent for DMD therapy.

Key words: Duchenne muscular dystrophy, doxycycline, mdx mice.



1. INTRODUCAO

1.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) € uma doenca recessiva ligada ao
cromossomo X cujos primeiros sinais clinicos manifestam-se na infancia, afetando os
musculos esquelético e cardiaco (ENGEL et al., 1994). A doenga acomete uma em cada 3500
criancas do sexo masculino nascidas vivas. Caracteriza-se por fraqueza muscular progressiva
seguida por perda da deambulacdo e 6bito por comprometimento cardiorrespiratério em torno
da segunda ou terceira década de vida (ENGEL et al, 1994; PETROF, 1998; BIGGAR et al,
2002). Esses sinais clinicos sd@o decorrentes pela falta da distrofina, proteina estrutural do
sarcolema, com peso molecular de 427 kDa, que desempenha papel importante na manutengao
de sua estabilidade (HOFFMAN et al., 1987; BONILLA et al., 1988; KOENING &
KUNKEL, 1990).

Localizada na face citoplasmatica do sarcolema, a distrofina estd associada a
glicoproteinas resultando na formag¢do do complexo distrofina-glicoproteina (CDG), que
atravessa o sarcolema e estabelece conexdao do citoesqueleto intracelular com a matriz
extracelular da fibra muscular (BROWM & DPHIL, 1997; PETROF, 2002; SPENCER &
MELLGREN, 2002). Fazem parte deste complexo as distroglicanas, as sarcoglicanas, e outras
glicoproteinas, como as distrobrevinas, as sintrofinas, o 6xido nitrico sintase (nNOS) e o
sarcospan (Figura 1). A auséncia da distrofina altera esta conexdo, causando desorganizagdao
dos componentes do CDG e instabilidade do sarcolema durante os ciclos de contragdo e
relaxamento, levando a lesdo do sarcolema e degeneracdo da fibra muscular (GROUNDS et
al., 2005). Foi sugerido que a falta da distrofina facilitaria a entrada de grandes quantidades de

fons célcio (Ca®*) na fibra muscular, levando 2 mionecrose (MARIOL & SEGALAT, 2001).



Acredita-se que a fragilidade do sarcolema, o estresse mecanico, o maior influxo de célcio na
fibra muscular (FRANCO-OBREGON & LANSMAN, 1994; MATSUMURA et al., 2009) e a
presenca de micro-rupturas do sarcolema, estejam relacionados a patogénese da DMD
(GROUNDS et al., 2005; MARQUES et al., 2008).

Adicionalmente, a diminui¢do da estabilidade na fibra muscular devido a falta da
distrofina leva a ativacdo de diversos processos secunddrios como a degenera¢do muscular
com subseqiiente invasdo por células inflamatdrias tais como macréfagos, neutréfilos e
linfécitos T e posteriormente a fibrose intersticial (MORRISON et. al., 2000; MORRISON et.

al., 2005).

Laminina w2

Complexo Distroglicano

‘ Complexo Sarcoglicano
0.0...00.0000 1 i...nl.i.l.l
| | | | | | | | I ‘ 1]l
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Figura 1: Organizacdo molecular do complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema. Adaptado de

PILGRAM et al., Molecular Neurobioly, 41, p.1-21, 2010.



No inicio da distrofinopatia, a mionecrose é compensada pela capacidade de
regeneracdo das fibras musculares, decorrentes da ativacao de células satélites (ENGEL et al.,
1994). As células satélites localizam-se entre a 1amina basal e o sarcolema, e sdo responsaveis
pela regeneracdo muscular. Ao longo do tempo, a capacidade de regeneracdo pelas células
satélites entra em exaustdo, e a substitui¢do progressiva do tecido muscular por tecido
fibroadiposo em pacientes distréficos, € um dos fatores de inabilidade das células satélites em

compensar os danos na fibra muscular distréfica (WALLACE & MCNALLY, 2009).

1.2 CAMUNDONGO MDX COMO MODELO DA DMD

Camundongos mdx sao utilizados como modelo animal da DMD pela auséncia na
expressao da distrofina e necrose das fibras musculares (HOFFMAN et al., 1987; TORRES &
DUCHEN, 1987). Devido a larga disponibilidade e baixo custo de producdo e manutenc¢do, 0s
camundongos mdx tem sido o modelo animal preferido para estudos da DMD (TANABE et
al., 1986; HAMER et al., 2002; SASAOKA et al., 2003). Esta linhagem surgiu a partir de uma
mutagdo espontanea identificada na linhagem de camundongos C57BL/10ScSn, denominada
C57BL/10 mdx: “x chromossome-linked muscular dystrophy”, ocorrendo em animais machos e
fémeas, os quais sdo isogénicos (BULFIELD et al., 1984; ENGEL et al., 1994).

Diferente da DMD onde o musculo esquelético perde a capacidade regenerativa, no
mdx passa por sucessivos ciclos de degeneragdo/regeneracdo. Acredita-se que o inicio do
processo de mionecrose nesses animais, o qual € notado por volta dos 20 dias apds o
nascimento, seja devido ao aumento da atividade muscular, o que aumentaria a
susceptibilidade das fibras musculares a lesdao (TANABE et al., 1986; CULLEN & JARROS,
1988). Entre a 5* e 12* semana de vida, a degeneracdo muscular atinge seu dpice e apds 16*

7z

semana de idade, a incidéncia de mionecrose ¢é reduzida, estando a maioria das fibras



musculares com nucleo central, o qual indica regeneracdo das miofibras (TANABE et al.,
1986; LEFAUCHEUR et al., 1995). Apds os 20 meses de idade a capacidade de regeneracdo
muscular decresce, devido ao aumento da fibrose intersticial, diminui¢do gradual da
quantidade e capacidade de proliferacao das células satélites (LUZ et al, 2002). A evolucdo e a
intensidade da miopatia variam de acordo com o musculo estudado. Assim, o musculo
diafragma € acometido de forma mais severa que os demais musculos esqueléticos
assemelhando-se ao diafragma humano (PASTORET & SEBILLE, 1995a; GROUNDS et al,
2005; MARQUES et al, 2008). Esta diferenca pode ser causada pelo trabalho continuo do
musculo durante atividade respiratéria (STEDMAN et al, 1991) e pela diminuicdo da

capacidade regenerativa apds lesdo muscular (MATECKI et al, 2004).

1.3 CARDIOMIOPATIA NA DMD E NO CAMUNDONGO MDX

A cardiomiopatia € uma manifestagcdo clinica comum das desordens neuromusculares,
particularmente das distrofinopatias (HERMANS et al., 2010). Cerca de um ter¢co dos
pacientes de DMD apresenta alteracdes cardiacas na primeira década de vida e, em idade mais
avancada todos desenvolvem cardiomiopatia (FINSTERER & STOLLBERGER, 2008).

A sequéncia de eventos associadas a lesio do miusculo esquelético e cardiaco
provavelmente envolve mecanismos distintos. Por exemplo, o musculo esquelético passa por
ciclos de degeneragdo e regeneracdo, com a capacidade regenerativa diminuida com a idade,
resultando em fraqueza e perda da funcdo muscular ao longo do tempo. O musculo cardiaco,
por outro lado, apresenta pouca capacidade regenerativa e, sua progressiva patogénese pode
ocorrer pela combinacdo de fibrose e/ou perda de cardiomidcitos (LEFEROVICH et al., 2001;

POSS et al. 2002; SPURNEY et al., 2008).



Histologicamente o miusculo cardiaco caracteriza-se por apresentar actimulo
progressivo de fibrose intersticial, substituindo dessa forma os cardiomidcitos, apds ocorréncia
degenerativa com subseqiiente processo inflamatério (BAXTER, 2006; COX & KUNKEL,
1997). Desse modo, o coragdo demonstra progressiva fibrose miocardica e perda dos
cardiomidcitos (LEFEROVICH et al., 2001; POSS et al. 2002). A fibrose miocardica tem um
importante papel na faléncia cardiaca em paciente DMD, devido ao comprometimento da
arquitetura geral do coracdo e do seu sistema de condugdo, provocando arritmias e
cardiomiopatia dilatada, levando o paciente a 6bito ao redor dos 20 anos de idade (NIGRO et
al., 1990; MUNTONI, 2003). A insuficiéncia cardiaca corresponde a 20% das causas de 6bito
na DMD e € resultado da cardiomiopatia que se desenvolve concomitantemente a degeneragao
dos musculos esqueléticos (NIGRO et al., 1990). Sugere-se que a fibrose do miocardio
distréfico seja consequéncia da resposta inflamatéria decorrente da degeneragdo progressiva
de cardiomidcitos causada pela falta da distrofina (WEHLING-HENRICKS et al., 2005).

A cardiomiopatia no camundongo mdx evolui de forma semelhante a cardiomiopatia
observada em humanos com DMD. Até 8 meses de idade o coracdo apresenta-se normal sob o
ponto de vista funcional. Com a idade é possivel detectar fibrose miocardica; ao redor de 17
meses o coragcdo apresenta hipertrofia e necrose dos cardiomidcitos, inflamacdo e extensas
areas de fibrose (QUINLAN et al, 2004).

Enquanto as terapias celulares e genéticas estdao em desenvolvimento para corrigir o
gene codificador da distrofina, a identificacdo de farmacos que possam retardar o inicio da
mionecrose € bloquear o processo inflamatério é de grande importancia na DMD (TIDBALL

& WEHLING-HENRIKS, 2004; GROUNDS & TORRISI, 2004).



1.4 DOXICICLINA

As tetraciclinas (TTCS) sdo antibidticos de amplo espectro de acdo. Duas das mais
comuns TTCS usadas clinicamente como antibidticos sdo a Doxiciclina (DOX) e a
Minociclina, as quais apresentam compostos seguros € bem tolerados. A DOX possui alto
indice de lipossolubilidade (5 a 10 vezes mais lipossolivel que outros membros das TTCS),
alta capacidade de se ligar a proteinas plasmaticas, sendo altamente estdvel no soro humano
(FRANKLIN & SNOW, 1975). Os niveis séricos da DOX administrada por via oral atingem
seu pico 2 horas apds sua ingestdo, com tempo de meia vida entre 18 e 22 horas
(THADEPALLI et al., 1978). Devido a sua propriedade lipofilica, a DOX pode ser excretada

pelo leite materno, além de ser eliminada pela urina e/ou fezes (FABRE et al., 1967).

De acordo com suas propriedades quimicas, o radical dimetilamino (N(CHj3),) ligado
ao carbono 4 das tetraciclinas, possui capacidade antimicrobiana (Figura 2). Entretanto, o 4-
De-dimetilamino tetraciclina (CMTs), também chamado de tetraciclina quimicamente
modificado que compreende toda a estrutura quimica, retém a habilidade para ligar-se a outros
alvos ndo bacterianos, como as metaloproteinases da matriz (matrix metalloproteinases,

MMPs), facilitando seu uso no tratamento de outras doencas (GOLUB et. al., 1987).

Figura 2: Estrutura quimica da doxiciclina (GRIFFIN et al., 2010).



Além disso, o CMTs confere a esse grupo de farmaco uma importante fung¢do de quelar
ions metalicos como zinco (Zn2+) e calcio (Ca2+) (GRIFFIN et al., 2010). Na familia das
TTCS, a DOX apresenta uma relativa superioridade para inibir as MMPs, devido a alta
afinidade pelo fon Zn** (BURNS et. al., 1989). As metaloproteinases sdo uma familia de
proteases zinco-dependentes, capazes de degradar os componentes da matriz extracelular
(MECQC), e que estdo envolvidas em muitas patogéneses incluindo inflamagao, remodelamento
cardiaco e invasdao tumoral (NAGASE & WOESSNER, 1999). A inibi¢do de MMP-9 no
camundongo mdx € benéfica em muitas condi¢des patoldgicas, como inflamacao e fibrose (LI
et al., 2009). O mecanismo pelo qual a DOX inibe as MMPs nao foi completamente elucidado
(GRIFFIN et al., 2010). Sugere-se, que o efeito antiproteolitico da DOX ocorra através da
inibicdo direta das MMPs e pela inibicdo de sua expressdo, impedindo a sintese dessas
proteases (YU et. al., 1991). Outra propriedade ndo microbiana da DOX é a habilidade
antioxidante através da inibicdo das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), pelos radicais
hidroxilas situados nos anéis fendlicos de sua estrutura quimica. A excessiva producdo de
EROs pela célula ocorre sob muitas condi¢cdes patolégicas, como isquemia do miocérdio e no
processo inflamatdrio, podendo levar a destruicdo oxidativa ou a disfuncdo de muitos
constituintes celulares (GRIFFIN et al., 2010).

Outro mecanismo de acdo da DOX é a propriedade antiapoptética, mediada pela
inibicdo da cascata apoptdtica das caspases, uma familia de protease cisteine e pela
estabilizacao mitocondrial (LEE et al., 2009; GIRGENRATH et al., 2009). Adicionalmente, os
compostos presentes nas TTCS que atuam como antiproteoliticos e na inibi¢do das EROs
contribuem provavelmente para sua acdo antiinflamatéria (GRIFFIN et al., 2010). A inibi¢do
farmacoldgica da DOX sobre a atividade das MMPs demonstrou atenuar a patogénese em

modelo animal para distrofia muscular oculofaringea (DAVIES et al., 2005; DAVIES et al.,



2006). O uso da DOX tem-se mostrado benéfico também no tratamento de outra miopatia
(distrofia muscular congénita). Isso ocorre, provavelmente pela reducdo de células
inflamatdrias, principalmente a linhagem de mondcitos e macréfagos, nas fibras musculares
(GIRGENRATH et. al., 2009). Desse modo, as TTCS tém sido reconhecidas ao longo do
tempo como um género de farmaco com relevantes propriedades pleiotrépicas (GRIFFIN et

al., 2010).



2. OBJETIVOS

Examinar o efeito da Doxiciclina na mionecrose € na fibrose intersticial nos musculos

esquelético e cardiaco de camundongos mdx jovens e idosos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/10-Dmd™*/PasUnib de ambos os
sexos, obtidos a partir do acasalamento de animais mantidos no biotério do Departamento de
Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia, UNICAMP. As
matrizes foram provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao Biolégica (CEMIB)
— UNICAMP. Durante o periodo experimental, os animais permaneceram em caixas plasticas
padrdo sob condi¢des ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) e com ragdo e dgua
ad libitum.

Todos os experimentos foram realizados em acordo com as diretrizes para
experimentacio animal de nossa Institui¢io, sob o protocolo da Comissio de Etica na

Experimentacdo Animal (CEEA-IB-UNICAMP) n°® 2007-1.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO COM A DOXICICLINA

Grupo mdx Jovem: Formado por mdx controle (n=9) e mdx-DOX (n=9), os quais
foram submetidos a eutanasia com 5 semanas de idade. O tratamento com a DOX (Sandoz) foi
administrado na dgua de beber 6mg/ml, para a mae e seus recém-nascidos. Iniciou-se o
tratamento no dia do nascimento e mae foi mantida na gaiola com os filhotes durante os 36
dias de tratamento (DAVIES et al., 2005; GIRGENRATH et al., 2009). O grupo mdx controle
recebeu apenas dgua durante o mesmo periodo.

Grupo mdx Idoso: Formado por mdx controle (n=8) e mdx-DOX (n=8), os quais

foram submetidos a eutanasia com 17 meses de idade. O tratamento com a DOX (Sandoz) foi
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administrado na dgua de beber 6mg/ml para os camundongos, durante 9 meses. Este
tratamento foi iniciado aos 8 meses e finalizado aos 17 meses de idade. O grupo mdx controle
recebeu apenas dgua durante o mesmo periodo.

Em ambos os grupos, a solucdo com a DOX foi trocada duas vezes por semana devido

ao seu curto tempo de meia-vida na 4gua (ERRAMI et al., 2008).

3.3 ANALISE FUNCIONAL: Forca de tracao do membro toracico

A andlise funcional do membro toracico foi avaliada usando Medidor de Esforgo
Horizontal (NEW PRIMER, Sao Paulo, Brasil). Este instrumento mede a forca de tragao nos
camundongos, os quais, instintivamente agarram uma rede de nylon fixada em um anel
semicircular de metal unido a um transdutor de forca no aparelho. E possivel avaliar a forca de
tracdo do membro toracico, por existir uma forca de tracdo oposta determinada pelo avaliador,
que segura gentilmente a cauda do animal (Figura 3).

No grupo mdx jovem, foi utilizada a forca de tragdo medida inicialmente no 18° e no
36° dia de vida, nos mdx controle (n=9) e mdx-DOX (n=9).

No grupo mdx idoso, a for¢a de tragdo foi mensurada mensalmente, iniciando-se no 8°
més até o 17° més de vida, nos mdx controle (n=8) e mdx-DOX (n=8).

Para cada animal, cinco picos de for¢a foram obtidos e expressos como forga absoluta.
Cada forca absoluta foi normalizada com a massa corporal em gramas, e obtida a forga
normalizada, expressa como for¢a em gramas dividida pela massa corporal em gramas - (g/g).

(KEELING, et al., 2007; TANIGUIT et al., 2010).
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Figura 3: Balanca digital adaptada para medir a forca de tracio do membro toracico nos

camundongos.

3.4 EUTANASIA E PREPARACAO DOS MUSCULOS

Apdés o término do tratamento, os animais foram submetidos a eutandsia via
intraperitoneal de anestésico composto de cloridrato de cetamina (Francotar®; Virbac) e
cloridrato de xylazina (Virbaxyl®; Virbac), na propor¢do 1:1 e dose de 0,1mg/30g de peso
corporal, e uma amostra de sangue foi coletada por puncdo cardiaca para determinacdo da
creatina cinase. Os musculos biceps braquial (BB), diafragma (DIA), tibial anterior (TA) e o
musculo cardiaco (COR), foram dissecados e retirados bilateralmente (exceto o COR) para
andlise histopatoldgica.

Para o congelamento, os musculos foram fixados em suportes de madeira com tragacanth
gum, em seguida foram imersos em n-hexano (Vetec, Rio de Janeiro) por 60 segundos e
imediatamente transferidos para nitrogénio liquido a -159°C. Os misculos foram entdo retirados

do nitrogénio e mantidos a -70°C no biofreezer.
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A obtencdo dos cortes foi realizada em criostato (Microm®-HS505E), sendo os
musculos mantidos previamente a temperatura de —26°C por 30 minutos. Apds esse tempo,
foram realizados cortes transversais semi-seriados com 7 pm de espessura, do ter¢o médio nos
musculos esqueléticos e, de 8 um de espessura no musculo cardiaco.

Foram obtidas trés laminas para cada musculo, sendo uma para andlise da integridade
do sarcolema por meio do azul de Evans, e as demais para as técnicas de hematoxilina-eosina
e de tricromico de Masson. Para cada misculo, dois cortes aleatorios foram analisados para

obtencao dos dados quantitativos, no caso do musculo esquelético a anélise foi realizada de ambos

oS antimeros.

3.5 ANALISE BIOQUIMICA: Determinacio da Creatina Cinase no plasma sanguineo

Para verificar o efeito da DOX sobre a mionecrose foram quantificados os niveis
plasmdticos da enzima creatina cinase (CK) em ambos os grupos: mdx jovem (n=8) e mdx
idoso (n=6). O sangue foi coletado por pun¢do cardiaca (0,8 ml) sob anestesia com cloridrato
de cetamina e cloridrato de xilazina. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 3000 RCF
(Forga centrifuga relativa a aceleracdo da gravidade), 4°C por 10 minutos. Foi utilizado o kit
para quantificacao de CK (Cinético Crystal, Bioclin).

As absorbancias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se espectrofotometro UV
(Thermo Electron Corporation Spectrophotometer Genesys 20) com comprimento de onda de
340 nm e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Os valores sdo expressos em

Unidade Internacional — (U/L).
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3.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

3.6.1 Avaliacao da integridade do sarcolema: Azul de Evans

O azul de Evans (AE) € um corante impermedavel ao sarcolema de fibras musculares
normais. O corante liga-se a albumina sérica e penetra na fibra muscular quando o sarcolema
perde sua integridade. Desse modo, a marcagdo in vivo com este corante evidencia fibras que
iniciaram o processo de degeneracao (Figuras 4, 5 e 6).

Foi utilizada solu¢ao 1% de AE (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) em Tampao
Fosfato Salina, injetada via intraperitoneal na concentracio de 0,1mL de solugdo para cada 10g de
peso corporal do animal. (MATSUDA et al., 1995; MATSUMURA et al., 2009). A injecdo
ocorreu 12 horas antes da eutandsia dos animais. Em ambos os grupos foram analisados os
musculos BB e DIA. Além disso, o misculo TA foi utilizado para andlise no grupo jovem,
enquanto que o musculo COR foi analisado no grupo idoso.

As laminas para avaliacdo da integridade do sarcolema por meio do AE, foram incubadas
por 15 minutos com acetona a -20°C e montadas em meio para fluorescéncia DABCO (Sigma®).

A observacgdo das laminas foi realizada em microscépio 6ptico de fluorescéncia (Nikon
Express Series, Tokyo, Japao) acoplado a video camera Hamamatsu (Hamamatsu Photonics,
Iwata, Shizuoka, Japao) para captura de imagens. No musculo esquelético, a quantificagcdo do
nimero de fibras positivas ao AE foi determinada com um contador manual, observadas com
objetiva de 20X e ocular de 10X. A média dessa quantificacdo foi expressa como percentual
do total de fibras contadas em cada seccao transversa. No musculo cardiaco, foi realizada

morfometria das dreas com fibras positivas ao AE, observadas com objetiva e ocular de 10X.
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A média da area com fibras positivas ao AE foi expressa como percentual da drea de secc¢ao

transversa total.

3.6.2 Avaliacao da Mionecrose, Inflamacao e Regeneracao: Hematoxilina & Eosina

Em ambos os grupos foram analisados os musculos BB e DIA. Além disso, o musculo
TA foi utilizado para anélise no grupo jovem, enquanto que o musculo COR foi analisado no
grupo idoso.

Os cortes congelados foram inicialmente fixados com solucao de Bouin por meia hora
e em seguida, lavados com etanol durante doze horas. Apds esta etapa, as laminas foram
lavadas em 4gua corrente por 10 minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris por 7
minutos em temperatura ambiente, lavadas em dgua corrente por 10 minutos. Apds, novas
lavagens em dgua corrente as laminas foram imersas em solucdo de eosina por 8 minutos e
posteriormente o excesso de eosina foi removido em dgua destilada. Em seguida, os cortes
foram desidratados em série crescente de etanol, diafanizados com xilol e as 1Aminas montadas
com Entellan (Sigma).

No miusculo esquelético, foi quantificado o nimero total de fibras musculares
considerando-se, fibras normais, identificadas pela presenca de nicleo periférico (NP); e o
nimero de fibras com nucleo central (NC - indicativo de regenera¢do muscular), identificadas
com tamanho semelhante ao de uma fibra normal (Figuras 4F e 5F). A quantificacdo do
ndamero de fibras com NC e NP foi realizada utilizando-se um contador manual, observadas
com objetiva de 20X e ocular de 10X, contendo reticulo quadrildtero de 100 pontos acoplado
ao microscopio de luz binocular. A média dessa quantificagc@o foi expressa como percentual do

total de fibras contadas em cada secc¢do transversa.
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Foram mensuradas as dreas de seccdo transversa do musculo, de inflamacdo e de
regeneracgao, através de andlise morfométrica. A area de regeneragdo foi mensurada apenas no
grupo mdx jovem. A classificagcdo das dreas musculares foi realizada seguindo-se critérios
morfoldgicos descritos em SPURNEY et al., 2009. A drea de inflamacéo foi caracterizada por
um grupo intersticial de pequenas células inflamatérias com nicleo baséfilo, também descrito
como infiltrado inflamatério (Figura 4C-D). A area de regeneracao foi caracterizada por fibras
musculares com citoplasma baso6filo, nicleo central, aumento aparente da propor¢ao
nucleo/citoplasma, menor didmetro quando comparadas a células com NC e NP além, de
escassa quantidade de infiltrado inflamatério (Figura 4E). A média da drea de inflamacéo e de
regeneracao foi expressa como percentual da drea de sec¢do transversa total. Para o musculo
cardiaco foi mensurada a drea de inflamagdo nos ventriculo direito e esquerdo e, obtido o
percentual para cada area.

As laminas coradas com H&E foram analisadas utilizando-se microscépio Nikon
Eclipse E-400 com objetiva de 20X no musculo esquelético e 10X no musculo cardiaco,
acoplado a um computador e video-camera (Nikon Express Series, Shinagawa, Tokyo, Japao)
para a captacdo de imagens. A andlise morfométrica foi realizada com software Image Pro-

Express Version 4.

3.6.3 Avaliacao da fibrose intersticial: coloracao pelo tricromico de Masson

Para avaliacdo da area de fibrose intersticial utilizou-se o musculo esquelético (BB e
DIA) e o miusculo cardiaco do grupo idoso (Figuras 5 e 6).
Os cortes congelados foram inicialmente fixados com solucao de Bouin por meia hora

e em seguida, lavados com etanol durante doze horas. Apds esta etapa, as laminas foram
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lavadas em 4gua corrente por 10 minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris por 7
minutos. Apds este periodo, as laminas foram lavadas em 4gua corrente e imersas em solug¢ao
de Masson por 17 minutos. Em seguida, as laminas foram banhadas em solu¢do de acido
acético a 0,2%, mergulhadas em solucdo de azofloxina (AFO) por 11 minutos e em solucao de
verde luz (Light Green, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), por 18 minutos. Apds esta
etapa, os cortes foram novamente banhados em 4cido acético a 0,2% para serem submetidos a
desidratacdo em série de etanol e a diafaniza¢dao com xilol.

Foram mensuradas as dreas de seccdo transversa do musculo e a de fibrose intersticial,
através de andlise morfométrica. A média da area de fibrose foi expressa como percentual da
area de secc¢do transversa total. Para o musculo cardiaco foi mensurada a 4rea de fibrose nos
ventriculo direito e esquerdo e, obtido o percentual para cada érea.

As laminas coradas com tricromico de Masson foram analisadas utilizando-se
microscopio Nikon Eclipse E-400 com objetiva de 20X no musculo esquelético e 10X no
musculo cardiaco, acoplado a um computador e video-camera (Nikon Express Series,
Shinagawa, Tokyo, Japao) para a captacdo de imagens. A andlise morfométrica foi realizada

com software Image Pro-Express Version 4.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi feita pela aplicacdo do test-t de Student, com
significancia p<0,05, entre os grupos experimentais avaliados. Os resultados foram expressos

como médiatdesvio padrao.
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4. RESULTADOS

4.1 ACHADOS CLINICOS E MASSA CORPORAL

Durante todo o periodo de estudo, observou-se que nao houve diferenga na ingestao de
racdo, na aparéncia fisica, no comportamento dos animais na gaiola ou durante seu manuseio,
e na morbidade ou mortalidade entre os grupos mdx controle e mdx-DOX.

Para investigar se o tratamento com a DOX afetou o crescimento somatico, foi
comparada a massa corporal dos camundongos mdx obtidos em diferentes periodos de
tratamento (Grafico 1). No final de 36 dias a média da massa corporal foi de 17,74£3,1g e
16,0+0,6g para os grupos mdx-DOX e mdx controle, respectivamente (p>0,1), (Grafico 1A).
Ao final de 9 meses de tratamento com a DOX a média da massa corporal foi de 30,2g+1,8¢g
para os mdx-DOX e de 29,6+1,9¢g para os mdx controles (p>0,3), (Gréficol B). No grupo mdx
jovem houve um aumento da massa corporal quando comparado entre a medida inicial no 18°
dia e na final no 36° dia de vida (p<0,05). No grupo mdx idoso houve uma diminui¢do da
massa corporal quando comparada entre a medida inicial aos 8 meses e na final aos 17 meses
de vida, para os mdx controles (p=0,07) e para os mdx-DOX (p=0,06), (p<0,05; teste t de

student ).
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Grifico 1: Efeito da DOX no crescimento somético de camundongos distréficos. Média +desvio
padrdo. Em (A) massa corporal (g) nos camundongos mdx jovens, n=9. Em (B) massa corporal (g) nos

mdx idosos, n=8. Em ambos os grupos *p<0,035; teste t de student.
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4.2 ANALISE FUNCIONAL: Forca de traciao do membro toracico

No grupo mdx jovem (36 dias) a medida de for¢ca muscular iniciada no 18° dia entre os
mdx controle e mdx-DOX, ndo houve diferenca significativa (p>0,08). A DOX aumentou
significativamente (17,1%; p=0,01) a for¢ca muscular normalizada no final do tratamento,
quando comparado com os mdx controles de mesma idade (Gréfico 2A).

No grupo mdx idoso (9 meses) a DOX, impediu a perda da forca observada ao longo
do tempo. Houve uma progressiva melhora da forca muscular verificada a partir do 4° més de
tratamento com a DOX, com um aumento de 36% na forca muscular. No final da terapia com
a DOX houve um aumento de 58% da forca muscular normalizada comparada entre o grupo
experimental e seu respectivo controle (0,90+0,17g/g em mdx controle vs 1,42+0,20 em

mdx-DOX; p<0,05), (Gréfico 2B).



21

o

25 4

20 1

-..._||||_| *

1.5 1 ——midx

110 ——mdx- D

05 -

Forga/massa cormporal {g/g)

0o T .
18 dias 36 diss

=]

2.9 -

2.0 1
* . *
*
159 * I : I —e—rmidx

—— mox-Di

1.0 7

0.5 -

Forga/massa corporal (i/g)

I:I|I:I T T T T T T T T T 1
am 9m 10m MMm 12Z2m 13m 14m 1am 16m 17m

Grifico 2: Forga de tragdo do membro tordcico normalizada com a massa corporal de camundongos
distréficos. Média +desvio padrdo. Em (A) camundongos mdx jovens, n=9. Em (B) camundongos mdx

idosos, n=8. Em ambos os grupos *p<0,05; teste t de student.
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4.3 ANALISE BIOQUIMICA: Determinacao da Creatina Cinase no plasma sanguineo

Como um indicador total da degeneracdo muscular, os niveis séricos da enzima
creatina cinase (CK), foram determinados nos grupos mdx controle e mdx-DOX. O tratamento
com a DOX nos camundongos jovens resultou em uma diminui¢do significativa (25%;
p=0,009) dos niveis de CK no plasma sanguineo em comparacdo com o0s mdx controles
(Tabela 1). Nos mdx idosos que receberam a DOX por 9 meses, a reducdo foi de (33%;
p=0,03) quando comparados ao controle de mesma idade (Tabela 1). Este resultado evidencia
que a diminuicao dos valores de CK nos mdx tratados com a DOX € conseqiiéncia da redugao

da mionecrose observada nos diferentes musculos.

Tabela 1 - Niveis plasmdticos da enzima Creatina Cinase (U/L) de camundongos distréficos em
diferentes idades.

Grupos
Idade
mdx mdx-DOX
36 dias 12924223 973+242*
17 meses 1414+119 942+294*

Média +desvio padrao; *p<0,05; teste t de student.
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4.4 ANALISE NO MUSCULO ESQUELETICO

4.4.1 Analise Histopatologica e Morfométrica: Estudo em mdx jovens

Os musculos BB, DIA e TA dos grupos mdx controle e mdx-DOX apresentaram fibras
musculares com diferentes caracteristicas histol6gicas. Foram observadas fibras em processo
de degeneragdo, fibras com ntcleo periférico, fibras em regeneracao e fibras completamente
regeneradas (Figura 4).

Foram utilizados os niveis plasmaticos de CK e a mensuracdo de fibras com azul de
Evans como indicadores complementares da alteracdo da permeabilidade do sarcolema e
mionecrose nos camundongos distréficos. As fibras positivas ao AE foram observadas em
grupos ou isoladas nos musculos BB, DIA e TA de mdx-DOX e de mdx controle. A DOX
diminuiu significativamente os niveis de CK (Tabela 1) e o AE no DIA (58.2% de reducdo) e
no BB (68,2% de diminuicdo) em comparacdo com os mdx controle (Tabela 2). No TA
embora houve uma reducio de 49% de fibras marcadas com AE nos mdx-DOX, essa diferencga
ndo foi significativa. A DOX aumentou significativamente acerca de 10% no BB e de 20% no
DIA a populacdo de fibras musculares com nucleo periférico, um indicador de fibras que nao
passaram pelo processo de mionecrose. Em ambos os grupos as fibras musculares em processo
de regeneragdo ndo apresentou diferenca significativa (Tabela 2).

A média da area de inflamacgdo foi drasticamente reduzida em todos os musculos do
grupo mdx-DOX. Em compara¢do com os mdx controles, houve um decréscimo do percentual
da drea de inflamacdo de 52,4% no DIA, 62,9% no BB e de 69% no TA observado nos

camundongos tratados com a DOX (Tabela 2).
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Figura 4: Caracteristicas histopatoldgicas encontradas em musculos de camundongos jovens (36 dias) mdx
controle (A, C, E,) e tratados com DOX (B, D, F). Em A e B, misculo diafragma com fibras em
degeneracdo positivas ao AE (setas); Barra=81 pym. Em C e D, musculo biceps braquial com drea de
inflamacdo (*) caracterizada por abundante infiltrado inflamatério com nicleo basoéfilo; Barra=130 um. Em
E, miisculo biceps braquial com drea em processo de regeneracdo, caracterizada por fibras musculares com
citoplasma basdfilo e nicleo central (setas). Em F, musculo tibial anterior com fibras musculares de ntcleo
periférico com formato poligonal e fibras musculares regeneradas com contorno arredondado e nicleo
centralizado (seta); Barra=100 um. Aumento 20X (A-D) e 40X (E-F); Coloragdo H&E (C-F).
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Tabela 2 - Andlise quantitativa do percentual de fibras positivas ao azul de Evans (% AE), fibras com
nicleo periférico (%NP) e com nucleo central (%NC). Andlise morfométrica do percentual da 4rea de
inflamacdo (%Infl) e da area de regeneracio (%Reg); dos musculos biceps braquial (BB), diafragma
(DIA) e tibial anterior (TA) de camundongos distréficos com 36 dias de idade; n=5 em cada grupo.

%AE %NP %NC %Infl %Reg

mdx 3,83+x2,2 66,7+7,3 29,5#6,6 5,37+4,5 0,54+0,5

BB
mdx-DOX 1,22+0,5* 80,1#5,9* 19,5%6,1* 1,99+0,8* 0,47+0,5
mdx 2,89+1,2 72,4+8,0 27,5#8,0 5,41+2,1  0,09+0,1

DIA
mdx-DOX 1,21#1,1* 82,7+3,2* 17,2+3,2* 2,57+1,4* 0,03%0,0
mdx 1,37+0,9  53,7#5,8 44,7%6,4 291+1,5 0,13+0,1

TA

mdx-DOX 0,69+0,6 55,5+55 44,4455 0,90+0,8* 0,08+0,0

Meédia + desvio padrio; *p<0,05; teste t de student.

4.4.2 Analise Histopatologica e Morfométrica: Estudo em mdx idosos

A distrofinopatia apresentada em camundongos mdx idosos € a que mais se aproxima a
miopatia em pacientes DMD (LEFAUCHEUR et al., 1995). As fibras musculares regeneradas
sa0 um indicativo da mionecrose ocorrida no musculo de camundongos distréficos (Figura
5F). Fibras com essa caracteristica foram encontradas predominantemente no DIA (74% de
fibras com nucleo central) e no BB (77% de fibras com nucleo central) de mdx idosos

controles (Tabela 3), o qual estd em conformidade com PASTORET & SEBILLE, 1995b. Aos
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17 meses de idades a fibrose intersticial alcangou um percentual de 54% no miusculo DIA e de
12% no musculo BB da drea de seccdo transversa nos mdx controle (Tabela 3). Observa-se
nessa idade que o musculo diafragma € excessivamente comprometido devido a perda de
miofibras e posterior substituicdo por fibrose (Figura SA-B). A média da area de fibrose foi
reduzida em 14,6% para o DIA e 52% para o BB (Tabela 3) e (Figura 5C-D). A identificacdo
de fibras positivas ao AE demonstra que a mionecrose ainda esté ativa aos 17 meses de idades
(Figura 5E), embora o percentual encontrado nos diferentes musculos seja pequeno, houve
diferenca significativa entre os grupos mdx-DOX e mdx controle (Tabela 3). Em ambos os
grupos a area de inflamagao nao apresentou diferenca significativa (Tabela 3).

O tratamento em longo prazo com a DOX atenuou a progressao da distrofinopatia em
ambos os musculos, como indicado por uma reducao significativa do percentual de fibras com
NC, acerca de 12,5% no BB e DIA (p<0,05) em comparagdo com os mdx controles. Houve
uma diminuicao de fibras positivas ao AE, com concomitante aumento de fibras com ntcleo

periférico (Tabela 3).
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Figura 5: Caracteristicas histopatoldgicas encontradas em misculos de camundongos idosos (17 meses)
mdx controle (A, C, E,) e tratados com doxiciclina (B, D, F). Em A e B, musculo diafragma com 4rea de
fibrose muscular corada em azul pela técnica de tricrdmico de Masson. Em C e D, misculo biceps
braquial com area de fibrose corada em azul pela técnica de tricromico de Masson. Em E, misculo
diafragma com fibras em degeneracdo positivas ao AE (seta). Em F, musculo biceps braquial com fibras
musculares de nucleo periférico com formato poligonal e fibras musculares regeneradas com contorno
arredondado e nicleo centralizado (seta) corarada com H&E. Aumento 20X; Barra=130 pm.
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Tabela 3 - Andlise quantitativa do percentual de fibras positivas ao azul de Evans (%AE), fibras com
nucleo periférico (%NP) e com nicleo central (%NC). Anédlise morfométrica do percentual da 4rea de
fibrose (%) e da area de inflamagdo (%Infl); dos miisculos biceps braquial (BB), diafragma (DIA) de
camundongos distréficos com 17 meses de idade. n=5 em cada grupo.

%AE %NP %NC %Fibrose %Infl

mdx 0,55+0,4 22,8+2,1 76,8+1,8 12,1+3,2 0,29%0,05
BB
mdx-DOX 0,13+0,1* 32,8+2,3* 67,1+2,3* 5,8+1,9* 0,06+0,09

mdx 0,37+0,07 25,6+8,0 74,241 54,6155 0,18+0,2

DIA
mdx-DOX 0,11+0,1* 35,7+2,4* 64,1+2,1* 46,6%5,6* 0,08+0,09

Média + desvio padrio; *p<0,05; teste t de student.

4.5 ANALISE NO MUSCULO CARDIACO: Anilise histopatolégica e morfométrica

A érea de inflamacdo e focos de degeneracdo foram observadas ao longo dos
ventriculos direito e esquerdo e no septo interventricular. Ap6s 9 meses de administracao da
DOX, o percentual da area de inflamacgdo (Grafico 3A) diminuiu em 67,2% em relacdo a area
total do coragdo, com semelhante redu¢do nos ventriculos esquerdo (71,3%) e direito (64,8%),
em comparacao com os mdx controle (Figura 6C-D). A area dos cardiomidcitos com alteracio

da permeabilidade evidenciada pelo AE diminuiu em 50% (p<0,05) nos mdx-DOX em relagcao

a area total do coracdo quando comparado aos mdx controles (Figura 6E-F). A reducdo da 4rea
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positiva ao AE também foi observada nos ventriculo direito (p=0,1) e no esquerdo (p=0,07)
em comparagao aos camundongos nao tratados (Tabela 4).

Através da coloracdo de tricomico de Masson mostraram-se evidentes areas de fibrose
distribuidas amplamente nos ventriculos e no septo interventricular de camundongos mdx
idosos com 17 meses de idade (Figura 6A-B). A terapia com a DOX levou a uma redugdo
significativa da fibrose miocardica acerca de 44% (p<0,05) nos ventriculos direito e esquerdo

e em relagdo a drea total do corac@o, em comparagdo com os mdx controles (Grafico 3B).

Tabela 4 - Andlise morfométrica da 4rea (%) dos cardiomidcitos com alteracdo na permeabilidade do
sarcolema positivos ao AE, de camundongos distréficos com 17 meses de idade. n=5 em cada grupo.

%TOTAL %VD %VE
mdx 0,12+0,22 0,009+0,02 0,24+0,29
COR
mdx-DOX 0,06+0,13* 0,001+0,002 0,13+0,18

Média + desvio padrio; *p<0,05; teste t de student.
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Grafico 3: Andlise morfométrica do percentual da drea de inflamacdo em (A) e de fibrose em (B) do
musculo cardiaco de camundongos distréficos com 17 meses de idade. Média * desvio padrdo; *p<0,05;

teste t de student. n=5 em cada grupo.
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Figura 6: Caracteristicas histopatoldgicas encontradas no mdusculo cardiaco de camundongos
distréficos com 17 meses. Em (A, C, E) mdx controle. Em (B, D, F) mdx tratados com doxiciclina. Em
A e B, area de fibrose intersticial corada em azul pela técnica de tricromico de Masson. Em C e D,

drea de inflamacgdo (*) corada com H&E. Em E e F, cardiomidcitos em degeneracdo positivos ao AE

(seta). Aumento 10X; Barra=100 um.
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5. DISCUSSAO

5.1 A DOX PROTEGEU CONTRA O INICIO DA MIONECROSE

No camundongo mdx, o inicio da mionecrose ocorre por volta dos 21 dias de vida nos
musculos dos membros e no diafragma (PASTORET & SEBILLE, 1995a; PORTER et al.,
2003) e a inflamagdo parece exacerbar a mionecrose apds lesdo muscular em pacientes DMD e
no camundongo mdx (GOROSPE et al., 1994; GUSSONI et al., 1994 TIDBALL, 2005). Neste
estudo, foi realizado o tratamento com a DOX antes do inicio dos ciclos de
degeneracao/regeneracdo muscular, desde o 1° dia pds-natal até o 36° dia de vida. Os
resultados mostram que, a DOX foi eficaz em proteger contra o inicio da mionecrose, como
demonstrado pelo aumento da populacdo de fibras com ntcleo periférico, um indicativo de
fibras nao degeneradas. Possivelmente, esse efeito estd relacionado a capacidade da DOX em
quelar os ions calcio (SANCHEZ et al., 2004; SORSA, et al., 2006) ou por inibir as proteases
calcio-dependentes (GRIFFIN et al, 2010), as quais sao ativadas pelo excesso de célcio e estdo
envolvidas na mionecrose tanto em pacientes DMD quanto no camundongo mdx (TURNER et
al., 1991; MALLOUK et al., 2000; ROBERT et al., 2001). Além disso, o tratamento precoce
com a DOX reduziu a inflamagdo nos musculos TA, DIA e BB, com concomitante aumento
da for¢a muscular do membro tordcico. Sendo que o processo inflamatdrio colabora com a
evolucdo da mionecrose, € possivel que a DOX também tenha atuado através de sua acdo
antiinflamatéria. Em geral, estes achados sugerem que a terapia em curto prazo com a DOX ¢é

capaz de prevenir o inicio precoce da mionecrose no musculo distréfico de camundongos mdx.
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5.2 A DOX AMENIZOU A PROGRESSAO DA DISTROFINOPATIA

O diagnéstico da DMD geralmente € realizado entre dois e cinco anos de idade,
quando uma quantidade significativa de necrose e fibrose estdo presentes, pelo menos nos
musculos dos membros (ENGEL et al., 1994). Dessa forma, com propoésitos clinicos, uma
questdo relevante € se a DOX poderia retardar a progressio da distrofinopatia uma vez que a
necrose ja esteja estabelecida. Para responder essa questdo, procedeu-se o tratamento em longo
prazo (9 meses) com a DOX em camundongos mdx idosos, com idade inicial de 8 meses. No
mdx jovem, ao contrario da DMD, existe uma marcante capacidade regenerativa e alteragdes
funcionais sdo encontradas principalmente em camundongos senis (COULTON et al., 1988;
MUNTONI et al., 1993; DE LUCA et al., 2003).

Observamos que o fendtipo distréfico melhorou consideravelmente com a terapia em
longo prazo com DOX. Conforme comprovado, a DOX impediu o declinio da for¢a muscular
do membro tordcico ao longo do tempo. A histopatologia do diafragma em mdx, que mais se
assemelha a observada em pacientes DMD (STEDMAN et al., 1991), foi significativamente
melhorada pelo tratamento com a DOX.

A fibrose do diafragma resulta em insufici€ncia respiratoria que por sua vez contribui
para a mortalidade de 75% pacientes com DMD (EAGLE et al., 2002). A inflamacdo
desempenha importante papel na evolugdo da distrofinopatia no mdx e na DMD (GOROSPE
et al., 1994; GUSSONI et al., 1994; VILLALTA et al., 2008). O efeito inibitério da DOX
sobre as células inflamatorias (JANTZIE et al., 2005; GIRGENRATH et al., 2009) pode
explicar a observacdo, de que a terapia em longo prazo com a DOX foi eficaz para atenuar a
progressdo da doenga incluindo o musculo diafragma, o mais comprometido no camundongo

mdx.
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5.3 A DOX DIMINUIU A INFLAMACAO E FIBROSE NO CORACAO DISTROFICO

Os corticdides sdo considerados padrido-ouro para o tratamento da fraqueza muscular
na DMD (KHAN, 1993; BUSHBY et al., 2004), mas a incerteza de secus efeitos
cardioprotetores tem levado a descontinuidade do tratamento quando se inicia a perda da
deambulacdo em garotos (BIGGAR et al.,, 2002; WAGNER et al.,, 2007). A maioria das
estratégias terapéuticas promissora para a DMD tem como principal alvo a distrofia no
musculo esquelético. Essas estratégias tém freqlientemente pouca ou nenhuma capacidade de
compensar auséncia da distrofina no musculo cardiaco (TOWNSEND et al., 2008; VITIELLO
et al., 2008; TOWNSEND et al., 2009). No presente estudo, mostramos que a DOX também
tem efeito positivo no musculo cardiaco. A progressdo da fibrose miocardica foi retardada
pelo tratamento em longo prazo com a DOX; um achado importante, considerando que a
fibrose miocdrdica contribui diretamente entre 20% a 30% de todo 6bito em pacientes com
DMD (NIGRO et al., 1990). Possivelmente, a inibi¢do das metaloproteinases da matriz pela
acdo reguladora da DOX (GOLUB et al., 1987; FUJITA et al., 2006; LEE et al., 2009;
GRIFFIN et al., 2010) pode ajudar a explicar os resultados encontrados neste estudo, uma vez
que as MMPs estdo associadas ao desenvolvimento da fibrose miocardica (VILLARREAL et
al., 2003 HUEBNER et al., 2008). A MMP-9 ¢ uma das mais importantes mediadoras da
inflamacdo e estd relacionada ao remodelamento da matriz extracelular levando a fibrose
miocardica (DUCHARME et. al., 2000; LIM et. al., 2006). A MMP-9 também estd envolvida
no processamento proteolitico de muitas citocina pré-inflamatérias incluindo a liberagao local
e ativacao do fator de crescimento transformador beta (transforming growth factor beta; TGF-

B) (YU & STAMENKOVIC, 2000; PAGE-MCCAW et al., 2007), o principal mediador da
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fibrose nas distrofinopatias (BERNASCONI et al., 1995). De um modo geral, os resultados
encontrados no presente estudo sugerem que o tratamento de longo tempo com a DOX poderia

ter um efeito anti-fibrético nas nossas condi¢cdes experimentais.

5.4 IMPLICACOES CLINICAS

Os corticéides sao um grupo de farmacos utilizados atualmente para a DMD,
principalmente porque tem como alvo o aspecto inflamatério da distrofia. A DOX, dadas as
suas propriedades pleiotrépicas, pode afetar varios mecanismos do musculo distréfico. A
DOX ¢ aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) e seus ensaios clinicos em
andamento tém demonstrado que € um antibiético bem tolerado em tratamento cronico, para
estabilizar aneurisma abdominal em adultos (DING et al., 2005) ou prevenir sindromes
coronarianas agudas em dosagem subantimicrobial (KARDARA et al., 2006). A dose usada
nesse estudo € de 10 a 15 vezes maior do que o equivalente alométrico em humanos (DAVIES
et al., 2005; ERRAMI et al., 2008). Esta dose foi escolhida porque se mostrou eficaz para
reduzir a patogénese no modelo animal para o tipo da distrofia muscular oculofaringea
(DAVIES et al., 2005; DAVIES et al., 2006) e assegurar que os efeitos observados seriam
reproduziveis. A DOX em dose subantimicrobial pode ser um candidato apropriado para a
terapia da DMD.

A maioria dos estudos experimentais que avalia os efeitos dos farmacos no
camundongo mdx concentra-se apena no inicio precoce da mionecrose (DE LUCA et al.,
2003; GROUNDS & TORRISI 2004; MATSUMURA et al., 2009; MARQUES et al., 2008).

Um ponto importante do presente estudo estd no fato de examinarmos o efeito da DOX em
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camundongos que alcancaram 17 meses de idade. Dado que a média de vida dos camundongos
mdx é de 22 meses (CHAMBERLAIN et al., 2007), os 17 meses estudados aqui representam
aproximadamente 85% de sua vida. A principal limitacdo deste estudo estd intrinsecamente
associada ao modelo animal. Mesmo quando os parametros distréficos sdo acentuadamente
melhorados nos mdx, transpor os beneficios observados no modelo animal para o tratamento

clinico em pacientes DMD requer cautela e novos estudos serdo necessarios.
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6. CONCLUSAO

A DOX protegeu o inicio da mionecrose e a progressio da distrofinopatia em
camundongos mdx, diminuiu a inflamacdo e a fibrose no musculo distréfico esquelético e
cardiaco, além de melhorar a forca muscular. Dado a segurancga e a compatibilidade da DOX,
o presente estudo abre novas perspectivas para a experimentacao clinica potencialmente util

no tratamento da DMD.
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