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RESUMO 

 

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença caracterizada pela fraqueza 

muscular progressiva que leva à insuficiência respiratória e cardíaca, resultando em morte 

por volta dos 30 anos de idade. No camundongo mdx, modelo experimental da DMD, os 

músculos diafragma e cardíaco são severamente afetados apresentando fibrose semelhante à 

observada na patologia humana. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do 

tratamento a longo prazo com suramina, uma droga anti-fibrótica, nos músculos diafragma 

e cardíaco de camundongos mdx idosos. Camundongos mdx (n=20; 8 meses de idade) 

receberam injeções intraperitoneais de suramina (60 mg/kg), durante 3 meses. Controles 

mdx  (n=20; 8 meses) e C57BL/10 (n=18; 8 meses) foram injetados com solução salina. Os 

camundongos da linhagem C57BL/10 expressam distrofina e são utilizados como controle 

da linhagem mdx. A suramina diminuiu os níveis de CK e atenuou a perda da força 

muscular. No músculo diafragma, a suramina reduziu a área de fibrose e a mionecrose. No 

músculo cardíaco, houve redução da fibrose, da inflamação e melhora significativa de 

parâmetros funcionais cardíacos (amplitude das ondas P, Q, R e S do eletrocardiograma). 

Sugere-se que a suramina possa ser potencialmente útil nas distrofinopatias, atenuando a 

miopatia nos músculos mais afetados, o coração e o diafragma, nos estágios tardios da 

doença.  

 

Palavras-chave: camundongo mdx, fibrose endomiocárdica, suramina, eletrocardiografia, 

fator transformador de crescimento beta-1 
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ABSTRACT 

 

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a disease characterized by progressive muscle 

weakness leading to respiratory and cardiac failure, resulting in death around 30 years of 

age. In the mdx mice model of DMD, diaphragm and cardiac muscles are severely affected 

in the later stages of the disease, showing intense fibrosis similar to that observed in human 

pathology. The aim of the present study was to investigate the effects of long-term 

treatment with suramin, an anti-fibrotic agent, in the diaphragm and cardiac muscles of the 

mdx mice. Mdx mice (n=20; 8 months of age) received intraperitoneal injections of 

suramin (60 mg/kg) for 3 months. Mdx controls (n=20; 8 months) and C57BL/10 (n=18; 8 

months old) were injected with saline. C57BL/10 mice express dystrophin and are the 

control strain for the mdx mice. Suramin decreased CK levels and reduced the loss of 

muscle strength. Suramin reduced fibrosis and myonecrosis in diaphragm. In the cardiac 

muscle, suramin decreased fibrosis, inflammation and improved cardiac functional 

parameters (P, Q, R and S waves of the electrocardiogram). It is suggested that suramin 

may be a potential therapy for distrophinopaties, attenuating the dystrophic phenotype of 

the most affected cardiac and diaphragm muscles of the mdx mice, during later stages of 

the disease.  

 

Key words: mdx mice, endomyocardial fibrosis, suramin, electrocardiography, 

transforming growth factor beta-1 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne  

 

 

 A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doença genética causada por 

mutação em um único gene do cromossomo X que leva a ausência da proteína distrofina 

(Cyrulnik & Hinton, 2008).  

Aproximadamente um em cada 3500 nascidos vivos do sexo masculino é afetado 

pela DMD. Entre os 2-5 anos de idade observam-se os primeiros sinais clínicos da doença, 

caracterizados por dificuldade para correr, subir escadas, instabilidade na marcha e quedas 

frequentes, com subsequente pseudo-hipertrofia dos músculos das panturrilhas e fraqueza 

muscular progressiva (Bogdanovich et al., 2003).  

O paciente distrófico geralmente perde a capacidade de deambular e necessita de 

cadeira de rodas por volta dos 10-12 anos de idade. A maioria dos pacientes com DMD 

apresenta cardiomiopatia, que pode ser detectada a partir dos 10 anos de idade e observada 

em 100% dos pacientes com mais de 18 anos. A cardiomiopatia é acentuada por problemas 

respiratórios causados por escoliose e fraqueza dos músculos diafragma e intercostais. Na 

maioria dos casos, o óbito decorre de insuficiência cardíaca e respiratória, em torno da 

terceira década de vida (Kaspar, Allen & Montanaro, 2009). 

A DMD é causada por mutações no gene da distrofina, que conduzem à ausência 

desta proteína no sarcolema. A distrofina localiza-se na face citoplasmática do sarcolema, 

ligada aos miofilamentos e a um complexo de glicoproteínas da membrana das fibras 

musculares esqueléticas (Bernasconi et al., 1995), cardíacas e lisas (Hainsey et al., 2002) 

(Figura 1). O complexo de glicoproteínas desempenha papel essencial na manutenção 

estrutural do sarcolema durante o estresse imposto pela contração muscular (Ervasti, 2007). 

Na ausência da distrofina, as proteínas do complexo estão diminuídas, ou são rapidamente 

degradadas ou ainda encontram-se dispersas no citosol (Gillis, 1999). 

A falta da distrofina resulta na instabilidade do sarcolema, no aumento de influxo de 

cálcio, ativação de proteases e necrose (Deconinck & Dan, 2007). No coração, além da 
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perda da integridade da membrana, a ausência da distrofina afeta os canais voltagem-

dependente de cálcio tipo-L, localizados na membrana dos túbulos transversos (Jorgensen 

et al., 2011). Essas anormalidades contribuem para aumentar o cálcio intracelular. O 

excesso de cálcio pode estimular ainda mais sua liberação e ativar proteases, como as 

calpaínas que degradam as proteínas contráteis (Whitehead, Yeung & Allen, 2006). Tal 

como acontece no músculo esquelético, isso leva a um ciclo de inflamação, mionecrose e 

fibrose. A ausência de fibras miocárdicas íntegras leva ao estresse da parede do coração, 

aumento da demanda de oxigênio, morte contínua de cardiomiócitos e aumento de fibrose 

(Spurney, 2011). 

 

 

Figura 1: Organização molecular do complexo distrofina-glicoproteínas. 

 

 

1.2 Modelo animal para a Distrofia Muscular de Duchenne 

 

 

 1.2.1 Camundongo mdx 

 

 

 O camundongo mdx foi descoberto em 1984 em uma colônia de camundongos 

C57/BL10 ScSn, denominada C57BL/10 mdx: “x chromossome-linked muscular 
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dystrophy”. Eles foram identificados por apresentarem níveis elevados das enzimas creatina 

cinase e piruvatoquinase, decorrente da degeneração muscular característica de distrofia 

muscular (Bulfield et al., 1984). 

 Apesar da falta da distrofina, o fenótipo do camundongo mdx é mais suave do que o 

de pacientes distróficos (Tanabe, Esaki, & Nomura, 1986). A patologia muscular é 

pronunciada no mdx entre duas e oito semanas de idade, um período caracterizado pela 

presença de focos de necrose, fibras recém-regeneradas com núcleo central e altas 

concentrações plasmáticas da enzima creatina cinase. O ciclo de degeneração-regeneração 

tem seu pico por volta da terceira ou quarta semana de vida do animal (Partridge et al., 

1988). 

 Ao redor de 1-3 meses de vida, a necrose atinge seu ápice e após o quarto mês a 

incidência de fibras necróticas é reduzida (Tanabe, Esaki, & Nomura, 1986).  

 Nos camundongos adultos, a fraqueza muscular nos membros é bastante 

pronunciada e acompanhada por progressiva deterioração estrutural e funcional do músculo 

diafragma (Stedman et al., 1991; Ishizaki et al., 2008) e alterações degenerativas nas fibras 

musculares cardíacas, com focos de fibrose nos ventrículos, átrios e sistema de condução 

(Engel, 1994; Hainsey et al., 2002). 

 

 

1.3 Alterações do músculo cardíaco na DMD 

 

 

 O músculo cardíaco é comumente afetado na DMD (Engel, 1994; Zhu et al., 2002; 

Gulati et al., 2005) e, durante a progressão clínica da doença, aproximadamente 90% dos 

pacientes desenvolvem sérios problemas na função cardíaca, sendo a cardiomiopatia a 

causa de morte em cerca de 20% dos casos (Lohan et al., 2005; Wehling-Henricks et al., 

2005; Au et al., 2010; Spurney et al., 2011). 

 O desenvolvimento da cardiomiopatia na DMD pode ser influenciado por 

parâmetros extrínsecos associados à progressão da doença, como por exemplo, o 

aparecimento de lordose e escoliose decorrentes da distrofia nos músculos posturais, o que 

consequentemente limita o desempenho respiratório. Adicionalmente, o comprometimento 
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do músculo diafragma e também dos músculos intercostais, leva à doença pulmonar 

restritiva, hipoxemia e hipertensão pulmonar que por sua vez pode desencadear 

cardiomiopatia secundária ou o cor pulmonale (Menegey et al., 1999; Zhu et al., 2002). 

 Dentre as manifestações clínicas da doença cardíaca na DMD, têm-se descrito a 

taquicardia, arritmias cardíacas, insuficiência cardíaca congestiva e alterações 

eletrocardiográficas (Manning & Cropp, 1958). Anormalidades no sistema de condução 

cardíaco podem ser demonstradas em cerca de 50% dos pacientes. Alterações na condução 

intra-atrial são comuns, na condução infranodal aparecem em 10% dos pacientes e mais de 

um tipo ocorrem em um terço dos pacientes (Engel, 1994). 

 O eletrocardiograma (ECG) revela ondas R de amplitudes anormalmente altas nas 

derivações V1 e V3, onda Q profunda vista principalmente nas derivações V1, aVL e V6 e 

menos freqüentemente em V2, V3 e aVF ou V1 e V4. Outros achados incluem intervalo PR 

diminuído, prolongamento do intervalo QT, ondas R polifásicas, redução da razão R:S e 

contrações atriais e ventriculares prematuras (Slucka, 1968; Bia et al., 1999; Wehling-

Henricks et al., 2005; Branco et al., 2007; Bostick et al., 2008; Bostick et al., 2009; 

Spurney, 2011). 

Ao exame pos morten, o coração de pacientes com DMD apresenta extrema fibrose, 

geralmente localizada na parede póstero-basal do ventrículo esquerdo (Moriuchi et al., 

1993). O tecido fibrótico, por ser inflexível diminui a eficiência da contração do miocárdio. 

A região de fibrose gradativamente torna-se mais delgada, perde a capacidade de 

contratilidade, levando a cardiomiopatia dilatada. A dilatação do coração aumenta o 

volume ventricular esquerdo, compromete a função sistólica e muitas vezes leva à 

regurgitação mitral, que consequentemente acarreta diminuição do débito cardíaco (Kaspar, 

Allen & Montanaro, 2009). 

A fibrose cardíaca, caracterizada por acúmulo excessivo de matrix extracelular no 

miocárdio, forma-se por ação de citocinas pró-fibróticas, como o fator de crescimento 

transformador beta-1 (TGF-β1) e o fator de crescimento de tecido conjuntivo (cTGF). Na 

DMD e nos camundongos mdx, o TGF-β1 é um importante mediador da fibrose em ambos 

músculos esquelético e cardíaco (Turgeman et al., 2008; Au et al., 2010). 
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1.3.1 Alterações do músculo cardíaco no mdx 

 

 

 Assim como na DMD, o animal mdx apresenta anormalidades no ECG, disfunção 

autonômica, condução prejudicada, arritmias, função ventricular esquerda deteriorada e 

cardiomiopatia dilatada (Bia et al., 1999; Chu et al.; 2002; Hainsey et al., 2002; Quinlan et 

al., 2004; Lohan et al., 2005). O acúmulo progressivo de tecido conjuntivo no coração do 

animal sugere que a fibrose pode ser responsável por algumas características da 

cardiomiopatia do mdx (Hainsey et al., 2002; Wehling-Henricks et al., 2005). 

Funcionalmente, o coração do mdx exibe taquicardia e diminuição significativa da 

variabilidade da freqüência cardíaca (Chu et al.; 2002) e tem suas propriedades contráteis 

alteradas (Sapp et al., 1996). 

 O coração de camundongos mdx jovens (3 meses de idade) raramente exibe 

mudanças degenerativas e focos limitados de inflamação (Grady et al., 1997; Burelle et al., 

2010). Por volta dos 6-8 meses de idade começa a apresentar moderada necrose miocárdica 

e fibrose. Já a diminuição da função cardíaca ocorre por volta de 9-10 meses (Cohn et al., 

2001; Duan, 2006; Hoffman et al., 2008; Burelle et al., 2010), havendo aumento 

significativo do volume ventricular esquerdo (Quinlan et al., 2004). A falta de tecido 

muscular funcional e a fibrose resultante podem levar a diminuição da função cardíaca 

sistólica e diastólica (Hoffman et al., 2008). No entanto, o camundongo mdx apresenta 

patologia cardíaca proeminente ao redor dos 12 meses de idade, que se agrava com o 

envelhecimento (Wehling-Henricks et al., 2005). 

 

 

1.4 Fibrose cardíaca e o fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-1) 

 

 

 Vários fatores contribuem para a deterioração dos cardiomiócitos na DMD.  O 

músculo cardíaco contrai repetidamente e as contrações contínuas resultam em constante 

influxo de cálcio. O aumento de cálcio intracelular acelera o processo de injúria, levando a 
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degradação e conseqüente morte dos cardiomiócitos (Kaspar, Allen & Montanaro, 2009; 

Ameen & Robson, 2010). 

 A morte dos cardiomiócitos inicia a resposta inflamatória, na qual macrófagos 

migram para a região e removem as células. Posteriormente, fibroblastos cardíacos 

invadem a área danificada e iniciam a formação de tecido cicatricial ou fibrose no músculo 

cardíaco. A fibrose na DMD é primeiramente formada na parede ventricular esquerda e a 

seguir na parede ventricular direita, do epicárdio para o endocárdio, espalhando-se a seguir 

por todo o coração (Frankel & Rosser, 1976). A região com fibrose perde a contratilidade, 

levando a cardiomiopatia dilatada (kaspar, Allen & Montanaro, 2009). 

 Sugere-se que a fibrose em músculos distróficos esteja relacionada à elevada 

expressão do fator de crescimento transformador beta-1 (transforming growth factor beta-

1; TGF-β1) (Yamazaki et al., 1994; Bernasconi et al., 1995; Gosselin et al., 2004; Zhou et 

al., 2006; Khan & Sheppard, 2006). 

 Nos mamíferos, o TGF-β é encontrado em três isoformas: TGF-β1, TGF-β2 e TGF-

β3. O TGF-β1 é expresso em miofibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais e 

macrófagos (Jiao et al., 2005). É uma citocina multifuncional de 25 kDa (Budasz-

Swiderska et al., 2005) que desempenha papel importante na inflamação, na cicatrização de 

feridas e na fibrose (Bernasconi et al., 1995). Sua expressão elevada resulta no aumento de 

síntese de proteínas da matriz extracelular e este excesso de proteínas promove a fibrose 

(Khan & Sheppard, 2006). 

 No coração, altas concentrações de TGF-β1 levam a hipertrofia cardíaca 

acompanhada por fibrose intersticial (Biernacka & Frangogiannis., 2011), resultando em 

disfunção sistólica e diastólica, espessamento das paredes valvulares, além de tornar o 

tecido cardíaco um meio não homogêneo para a propagação elétrica, podendo levar ao 

desenvolvimento de arritmia cardíaca (Khan & Sheppard, 2006). 

 Pelo fato dos pacientes com DMD apresentarem cardiomiopatia dilatada nos 

estágios tardios da doença, o uso de agentes anti-fibróticos que regulem a expressão do 

TGF-β1 são uma escolha importante para atenuar a evolução da doença. 

 

 

 



7 

 

1.5 Suramina 

 

 

 A suramina foi inicialmente descrita em 1920 como uma droga para o tratamento de 

indivíduos com tripanossomíase africana mostrando-se eficiente também contra alguns 

tipos de tumores (McNally et al., 2000; Bisaggio et al., 2006; Kathir et al., 2006; Aragão et 

al., 2009), incluindo o câncer prostático metastático, o linfoma, o carcinoma do córtex 

adrenal e o carcinoma renal metastático (Yoneda et al., 1995; Erguven et al., 2008).  

 

 

                                  Figura 2: Estrutura molecular da suramina. 

 

 A suramina possui inúmeras ações biológicas, tais como (a) bloquear os receptores 

de vários fatores, citando como exemplos o fator de crescimento transformador beta-1 

(TGF- 1), o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF), o fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF) e o fator de 

crescimento ; (b) inibir a angiogênese, a atividade enzimática esteroidogênica e a 

atividade de diferentes enzimas, tais como a DNA polimerase, a topomerase e a proteína 

quinase C e (c) interferir no catabolismo de glicolipídeos, levando a morte celular por 

apoptose de células tumorais. Adicionalmente, a suramina é considerada um antagonista de 

receptores purinérgicos (La Rocca et al., 1990; McNally et al. 2000; Bhargava et al., 2007; 

Li et al., 2010). 

 A suramina foi utilizada para impedir a formação de tecido cicatricial e antagonizar 

o TGF-β1 liberado no local da lesão, impedindo que ele atue nos fibroblastos  (Chan et al., 

2005; Nozaki et al., 2008). Seu uso em músculos esqueléticos lesados diminuiu a expressão 

do TGF-1 (Stein et al., 1993; Chan et al., 2005), promoveu regeneração muscular, 

diminuiu a formação de fibrose e aumentou a força muscular após a lesão (Nozaki et al., 

2008). Por atuar como um bloqueador de fatores de crescimento sugere-se que a suramina 
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pode ser usada também na terapia de miocardites e outras doenças cardiovasculares (Shiono 

et al., 2002). 

 Estudos realizados em nosso laboratório por Taniguti et al., 2011, revelaram a 

potencialidade da suramina na prevenção da fibrose muscular e da mionecrose em 

diferentes músculos esqueléticos distróficos do camundongo mdx idoso (7 meses). Foi 

sugerido que a suramina seria potencialmente útil para a terapia das distrofinopatias. 

Entretanto, como algumas drogas que melhoram o fenótipo de músculos estriados 

distróficos levam a efeitos negativos no músculo cardíaco (Whitehead et al., 2006), seria 

importante verificar os efeitos da suramina no coração distrófico. 
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 2 OBJETIVOS 

 

 

 O presente trabalho teve como objetivo verificar os efeitos do tratamento a longo 

prazo com suramina na histopatologia do músculo cardíaco e diafragma de camundongos 

mdx idosos. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

1) Verificar os efeitos do tratamento a longo prazo com suramina na função cardíaca de 

camundongos mdx idosos. 

2) Verificar se a suramina altera os níveis de TGF-β1 no músculo cardíaco e diafragma de 

camundongos mdx idosos. 

3) Verificar se a suramina altera os níveis de corpos cetônicos e proteínas na urina de 

camundongos mdx idosos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais 

 

 

 Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/10ScCr/PasUnib (n=18) e 

camundongos da linhagem mdx (n=40) com 8 meses de idade, machos e fêmeas, 

provenientes do Biotério Central da UNICAMP (Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica – CEMIB). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Biologia 

Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia, em caixas plásticas sob condições 

ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) com ração e água ad libitum. 

 Todos os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes para 

experimentação animal de nossa Instituição, sob o protocolo da Comissão de Ética na 

Experimentação Animal (CEEA-IB-UNICAMP) nº 2255-1. 

 

 

3.2 Protocolo experimental 

 

 

 Os animais foram divididos em três grupos experimentais: C57BL/10 tratados com 

solução salina (n=18); camundongos mdx tratados com solução salina (mdx-sal; n=20); 

camundongos mdx tratados com suramina (mdx-sur; n=20). 

 

  

3.3 Tratamento com suramina 

 

 

Os camundongos foram tratados com suramina durante três meses, duas vezes por 

semana. A suramina foi injetada intraperitonealmente na dose de 60mg/kg (Lossos et al., 
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2000; Taniguti et al., 2011) diluída em solução salina. Camundongos tratados somente com 

solução salina, pela mesma via e período, serviram de controle. 

Após o término do protocolo experimental, os animais foram sacrificados com 

anestesia intraperitoneal de cloridrato de cetamina (130 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (6,8 

mg/Kg). Os músculos cardíaco e diafragma foram coletados e processados de acordo com 

as técnicas descritas a seguir. 

 

 

3.4 Medida da força muscular 

 

 

A força dos membros anteriores foi mensurada utilizando-se o medidor de força 

(New Primer, São Paulo, Brasil) (Figura 3). Os camundongos foram posicionados sobre o 

medidor, apreendidos pela cauda e estimulados a tracionar com os membros anteriores um 

anel metálico acoplado ao dinamômetro do medidor de força. A força de tração exercida 

pelo animal foi expressa como a média das cinco maiores medidas de força em gramas 

dividida pelo peso corporal em gramas (g/g de peso corporal; Payne et al., 2006; Taniguti et 

al., 2011). 

As medidas da força foram realizadas no início e no final do protocolo experimental 

pelo mesmo examinador. 

 

 

Figura 3: Medida de força dos membros anteriores. O animal é mantido na posição 

ilustrada. Ao ser gentilmente tracionado para trás, segura a argola, puxando-a para trás, 

exercendo assim força muscular que é registrada no visor digital, em kilogramas. 
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3.5 Avaliação da função cardíaca: eletrocardiograma (ECG) 

 

 

Para a avaliação eletrocardiográfica, camundongos controle 

C57BL/10ScCr/PasUnib (n=6), mdx-sal (n=6) e  mdx-sur (n=6) foram anestesiados com 

cloridrato de cetamina (50 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (5,0 mg/Kg). Os registros foram 

feitos com eletrodos na forma de agulhas hipodérmicas conectadas a um eletrocardiógrafo 

computadorizado de quatro canais (MLS360/7 ECG Analysis Module, ADInstruments – 

Austrália). As agulhas foram introduzidas subcutaneamente, duas na junção ventral da 

caixa torácica com os membros anteriores direito e esquerdo e uma terceira agulha na 

junção do abdome e o membro posterior esquerdo (Figura 4). Os traçados foram obtidos 

com o animal em decúbito dorsal. As amplitudes das ondas foram mensuradas em milivolts 

(mV) e as durações dos intervalos em milissegundos (ms), considerando-se a derivação em 

DII do plano frontal. No registro eletrocardiográfico foi analisada a média de dez ciclos 

sucessivos, durante 5 minutos, para determinar os seguintes parâmetros: intervalo PR, 

definido como o tempo de despolarização do átrio (do início da onda P ao início do 

complexo QRS); duração do complexo QRS, definido como o tempo de despolarização 

ventricular; intervalo QT, definido como a sístole elétrica ventricular (início do complexo 

QRS ao final da onda T) e QTc, intervalo QT, corrigido pela freqüência cardíaca, segundo a 

equação de Bazett: QTc= QT(s)/RR(s) £ ½ e mensuração da amplitude das ondas P, Q, R, S 

e T e a razão R:S (Bia et al., 1999). O índice de cardiomiopatia foi determinado pela 

divisão do intervalo QT pelo segmento PQ (QT/PQ) (Bostick et al., 2008). 

 

Figura 4: Camundongo mdx sob anestesia com eletrodos subcutâneos para realização do 

eletrocardiograma. 



13 

 

3.6 Determinação de creatina cinase total no plasma sanguíneo 

 

 

Para verificar o efeito da suramina sobre a degeneração muscular de camundongos 

mdx idosos foi quantificada a enzima creatina cinase (CK) total em 6 animais de cada grupo 

experimental. O sangue foi coletado por punção cardíaca sob anestesia com cloridrato de 

cetamina (130 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/Kg). Em seguida, o sangue foi 

centrifugado a 3600 RCF (força centrífuga relativa a aceleração da gravidade) à 4°C por 10 

minutos. Utilizou-se um kit para quantificação de CK total (CK Cinético Crystal, Bioclin, 

Quibasa, Brasil). As absorbâncias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se 

espectrofotômetro (Thermo Electron Corporation Genesys 20, Krackeler Scientific, 

Albany, New York, USA) com comprimento de onda de 340 nm e cubetas de quartzo de 1 

cm de caminho óptico. Os valores de CK foram expressos em unidades internacionais 

(U/L). 

 

 

3.7 Análise Histológica 

 

 

 Os músculos diafragma e cardíaco foram removidos, lavados em PBS e embebidos 

em meio de inclusão para baixas e médias temperaturas (Tissue Freezing Medium; Triangle 

Biomedical Sciences), pré-congelados em N-hexano a 90°C negativos por um minuto e em 

seguida imersos em nitrogênio líquido e mantidos a 80ºC negativos. 

Em seguida, foram realizados cortes transversais de 7m de espessura do terço 

médio do músculo diafragma e cortes frontais de 8m de espessura do músculo cardíaco 

em criostato (HM 505 E Microm) a 24ºC negativos. Os cortes foram corados com 

Tricrômio de Masson e com Hematoxilina & Eosina (HE). 
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3.7.1 Tricrômio de Masson  

 

 

A coloração com Tricrômio de Masson foi utilizada para evidenciar a fibrose. Os 

cortes congelados foram inicialmente fixados com solução de Bouin por uma hora e, em 

seguida, lavados com etanol durante doze horas. Após esta etapa, as lâminas foram lavadas 

em água corrente por dez minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris por oito 

minutos. Após este período, as lâminas foram lavadas novamente em água corrente e 

imersas em solução de Masson por quinze minutos. Depois, as lâminas foram banhadas em 

solução de ácido acético a 0,2% e mergulhadas em solução de azofloxina (AFO) por cinco 

minutos e em seguida, em solução de verde luz (light green) por cinco minutos. Após esta 

etapa, os cortes foram banhados em ácido acético a 0,2% para serem submetidos à 

desidratação em série de etanol e à diafanização com xilol.  

As lâminas foram montadas em resina e os cortes observados ao microscópio de luz 

Nikon Eclipse E400, com objetiva de 20X, conectado a um computador com software NIS-

Elements 5.0, utilizado para medida da área de fibrose e da área total de cada corte, em 

imagens captadas pela vídeo câmera (Nikon Express Series) acoplada ao microscópio de 

luz. 

A análise morfométrica da fibrose foi feita em cortes do músculo diafragma e do 

coração, separadamente nos ventrículos cardíacos e no septo interventricular. No músculo 

cardíaco foram analisados 5 cortes  não-seriados de cada animal dos respectivos grupos 

experimentais: C57BL/10 (n=6), mdx-sal (n=6) e  mdx-sur (n=6). 

 

 

3.7.2 Hematoxilina & eosina (HE) 

 

 

Os cortes foram fixados conforme o protocolo de Tricrômio de Masson. Em 

seguida, foram lavados em água corrente por dez minutos e corados com hematoxilina de 

Harris, seguida por eosina. Os cortes foram desidratados em séries de etanol, diafanizados 

em xilol e as lâminas montadas em resina para observação em microscopia de luz. As 
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lâminas coradas com HE foram analisadas com objetiva de 20X e oculares de 10X 

contendo retículo quadrilátero de 100 pontos, acopladas ao microscópio de luz binocular 

(Carl Zeiss®). Foi quantificado o número de fibras com núcleo central e o número de fibras 

com núcleo periférico utilizando-se um contador manual. Para a quantificação das fibras 

com núcleo periférico, foi utilizada a fórmula NP = (nº. total de fibras) – (NC + AE) 

(MARQUES et al., 2008). No músculo diafragma foram escolhidos cinco campos 

aleatórios de cada corte para quantificar o percentual de fibras com núcleo central, núcleo 

periférico e áreas de regeneração.  

No músculo cardíaco, as lâminas coradas com HE foram utilizadas para obtenção da 

área de inflamação nos ventrículos, septo interventricular, bem como da área total do 

músculo em 5 cortes não-seriados de cada animal dos respectivos grupos experimentais: 

C57BL/10 (n=6), mdx-sal (n=6) e  mdx-sur (n=6). 

 

 

 

3.8 Marcação de fibras necróticas 

 

 

O corante azul de Evans (AE) é uma molécula impermeável à membrana plasmática 

que se liga a albumina sérica e penetra na fibra muscular quando a membrana não está 

integra. A sua marcação in vivo evidencia fibras com alteração de permeabilidade do 

sarcolema e fibras em degeneração (Matsuda et al., 1995; Marques; Matsumura & Santo 

Neto, 2007). 

Para marcação das fibras necróticas animais C57BL/10 (n=6), mdx-sal (n=6) e mdx-

sur (n=6) foram injetados intraperitonealmente com solução de azul de Evans (Evans blue 

dye; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a 1% diluída em tampão fosfato salina 

(PBS), na concentração de 0,1ml de solução de azul de Evans por 10g de peso do animal 

(Matsuda et al., 1995; Marques et al., 2007). Doze horas após a injeção, os camundongos 

foram sacrificados com dose letal de anestésico (cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de 

quetamina) e exsanguinados. Os músculos diafragma e cardíaco foram coletados, 

congelados e seccionados como descrito acima. As lâminas foram montadas em meio de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marques%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matsumura%20CY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santo%20Neto%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santo%20Neto%20H%22%5BAuthor%5D
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montagem para fluorescência DABCO [1,4-diazabiciclo (2.2.2)octano; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, USA] e a observação realizada em microscópio óptico de fluorescência 

(Nikon Express Series Nikon, Tokyo, Japão) acoplado a vídeo câmera Hamamatsu 

(Hamamatsu Photonics, Iwata, Shizuoka, Japão) para captação de imagens, no 

comprimento de onda de 568nm (verde), onde o azul de Evans emite fluorescência 

vermelha. 

 

 

3.9 Western blotting 

 

 

Para a quantificação do TGF-β1 foram utilizados seis camundongos de cada grupo 

experimental. Os camundongos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (130 

mg/Kg) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/Kg) e perfundidos com PBS. Os músculos 

diafragma e cardíaco foram retirados e homogeneizados em tampão para homogeneização 

(Tris-HCl 100 mM, pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, 10 μg/ml 

aprotinin, PMSF 1 mM, e Na3VO 0,25 mM) a 4ºC usando homogeneizador Polytron PTA 

20S (Brinkmann Instruments, Westbury, New York, EUA) operado em velocidade máxima 

por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 11000 rotações por minutos a 4ºC por 

20 minutos e o sobrenadante utilizado para análise por extrato total. A determinação da 

proteína foi realizada pelo método de Bradford et al., 1976. 

As amostras do extrato protéico foram tratadas com tampão Laemmli (azul de 

bromofenol 0,04 mg/ml eTris-HCl 0,12 M, glicerol 20%, SDS 2% e ß-mercaptoetanol 0,28 

M) e aquecidas por 5 minutos. Em seguida, 30 g de proteína foram aplicados em gel SDS-

poliacrilamida 8-15% em aparelho para eletroforese (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA, EUA). A eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose foi 

realizada em 90 minutos a 120 V em aparelho de transferência (mini-Protean, Bio-Rad 

Laboratories, Richmond, CA, EUA). As membranas foram incubadas com solução basal 

(Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 150 mM e Tween-20 0,02%) contendo 3% de leite 

desnatado, por 1 hora em temperatura ambiente para reduzir a ligação não específica de 
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proteínas. Posteriormente, foram incubadas com anticorpo primário diluído em 10 ml de 

solução basal contendo 1% de leite desnatado a 4ºC, durante 12 horas. No dia seguinte, as 

membranas foram lavadas por 30 minutos com solução basal e incubadas em 10 ml de 

solução basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5 l de anticorpo secundário conjugado a 

peroxidase por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram 

lavadas por 30 minutos com solução basal.  

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de 

quimioluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos e 

a captura de fluorescência foi realizada utilizando-se o aparelho G-Box Chemi e o software 

de aquisição de imagem GeneSnap (Syngene, Maryland-USA). As densidades das bandas 

foram quantificadas pelo software de análise GeneTools (Syngene, Maryland- USA).  

Após obtenção de bandas do TGF-β1, as membranas foram lavadas com solução 

basal (3x10 minutos) e incubadas com 10mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCl pH 7.5; 

_-Mercaptoethanol 0.1M; Uréia 8M) durante 1h, à 60°C. Em seguida, foi realizada uma 

incubação em Tris-HCl 1M pH 7.5 por 30min para neutralizar o stripping. As membranas 

foram lavadas com solução basal e processadas conforme descrito previamente para 

marcação da proteína gliceraldeído 3-fosfato dehidrogenase (GAPDH). Esta é uma proteína 

de controle interno, pois a quantidade desta proteína não se altera em diferentes condições 

fisiológicas. As bandas marcadas com GAPDH foram utilizadas para normalização das 

bandas do TGF-β1. 

Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 1) TGF-β1 (mouse monoclonal; 

Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA), 2) GAPDH (rabbit polyclonal; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California, USA). Foi utilizado o anticorpo secundário IgG 

mouse ou rabbit conjugado à peroxidadse correspondente (H+L) (KPL, Gaithersburg, 

Maryland, USA). 
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3.10 Determinação semiquantitativa dos níveis de corpos cetônicos e proteínas na 

urina 

 

 

 Para avaliar se o tratamento a longo prazo com suramina alteraria os níveis de 

corpos cetônicos e induziria a proteinúria, camundongos de todos os grupos experimentais 

foram submetidos ao exame de urina, no início e ao término do protocolo experimental. O 

exame de urina foi realizado através de fita fotométrica de reflexão Urisys* 1100 

(Combur10Test UX). 

 As amostras de urina foram obtidas após leve pressão na região abdominal inferior 

dos camundongos e coletadas em lâminas. Em seguida, as fitas-teste foram passadas 

rapidamente nas amostras de urina previamente coletadas (cerca de 1 segundo), garantindo 

que todas as zonas reativas fossem umedecidas, sendo aguardado tempo de secagem de 60 

segundos. Para leitura visual do teste, as fitas foram colocadas sobre a escala de cor vertical 

da etiqueta do frasco, que corresponde às cores de reação presentes nas zonas reativas das 

tiras de teste (Figura 5). 

 

 

Figura 5: Leitura visual do exame de urina por meio de fitas fotométricas. 
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3.11 Análise estatística 

 

 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. A comparação direta 

entre as médias de dois grupos foi realizada utilizando-se test-t de Student com 

significância p≤0,05. A comparação entre os três grupos foi realizada por análise de 

variância (ANOVA; p≤0,05) seguida do pós-teste de Bonferroni. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Massa corporal e medida de força 

 

 

Verificamos que os animais C57BL/10 e os mdx-sal não apresentaram diferença na 

massa corporal ao término do protocolo experimental (p>0,05). Os animais tratados com 

suramina sofreram diminuição de 10% da massa corporal quando comparados aos animais 

mdx-sal no final do protocolo experimental (Figura 6). 

Em relação à força muscular, não observamos alterações ao compararmos as médias 

iniciais e as médias finais dos animais C57BL/10 (p>0,05). A análise da força muscular do 

grupo mdx-sal indicou que houve diminuição da força, ao término do estudo. A suramina 

preveniu a perda de força muscular ao comparamos o grupo mdx-sal com o mdx-sur ao 

final do protocolo experimental (Figura 7). 

 

 

Figura 6: Massa corporal (g) de camundongos C57BL/10, mdx-sal e mdx-sur no início (8 

meses) e ao final (11 meses) do protocolo experimental. (*) diferença significativa quando 

comparada aos valores finais do grupo mdx-sal (p≤0,05; test t de Student). 
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Figura 7: Força normalizada (força, g/massa corporal, g) de camundongos C57BL/10, 

mdx-sal e mdx-sur no início (8 meses de idade) e ao final (11 meses de idade) do 

tratamento. (*) diferença significativa quando comparada aos valores do início (p≤0,05, 

teste t de Student). (**) diferença significativa quando comparada aos valores finais do 

grupo mdx-sal (p≤0,05; test t de Student). 

 

 

4.2 Avaliação da função cardíaca: eletrocardiograma (ECG) 

 

 

 A análise do ECG permitiu observar que os animais controles C57BL/10 

apresentam amplitudes normais das ondas P, Q, R, S e T (Figuras 8 e 9). 

Os animais distróficos (tratados com salina, mdx-sal) mostraram aprofundamento da 

onda Q, bem como diminuição da amplitude da onda S e aumento da amplitude de R e T. 

(Figura 8). Onda R polifásica foi evidente em cerca de 70% dos casos (Figura 8). O 

intervalo PR estava significativamente diminuído (Figura 10), bem como os intervalos 

QRS, QT, QTc. O índice de cardiomiopatia estava significativamente aumentado em 

comparação ao animal C57BL/10 (Figura 10) e a razão R/S diminuída (Figura 11). 
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O tratamento com suramina melhorou o ECG, afetando diversos parâmetros de 

forma significativa. A amplitude das ondas (Figura 7) e a razão R/S (Figura 10) foram 

alteradas. O intervalo PR voltou a valores próximos do normal e o índice de cardiomiopatia 

foi significativamente reduzido (Figura 9). Quanto aos intervalos QRS, QT, QTc e a 

frequência cardíaca, não foram observadas alterações (p>0,05). 

 

Figura 8: Registro do ECG de camundongos C57BL/10, mdx-sal e mdx-sur usando a 

derivação DII. 

 

 

Figura 9: Histograma representativo da análise quantitativa do ECG em relação às 

amplitudes das ondas P, Q, R, S e T dos animais C57BL/10, mdx-sal, mdx-sur. (*) diferença 
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Figura 11: Razão R:S expressa como amplitude da onda S em relação a onda R. (*) 

diferença significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p≤0,05; ANOVA). 

(**) diferença significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal (p≤0,05; 

ANOVA). 

 

 

4.3 Determinação de creatina cinase (CK) total no plasma sanguíneo 

 

 

 A análise da CK revelou que os animais distróficos apresentam níveis elevados 

quando comparados aos animais controle. A suramina reduziu significativamente os níveis 

plasmáticos de CK, aproximando-se dos valores controles (Figura 12). 
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Figura 12: Níveis plasmáticos da enzima creatina cinase (U/L) dos camundongos 

C57BL/10, mdx-sal e mdx-sur. (*) diferença significativa quando comparado aos 

camundongos C57BL/10 (p≤0,05; ANOVA). (**) diferença significativa quando 

comparado aos camundongos mdx-sal (p≤0,05; ANOVA). 

 

 

4.4 Análise Histológica 

 

 

4.4.1 Músculo cardíaco 

 

 

 A análise qualitativa do músculo cardíaco de animais distróficos idosos mostrou 

áreas de fibrose, inflamação e degeneração (Figura 13).  

Na análise quantitativa, a suramina reduziu em 54% a área de fibrose no músculo 

cardíaco em relação à sua área total, 60% no ventrículo esquerdo (VE), 49% no septo 

interventricular (SI) e 33% no ventrículo direito (VD) quando analisados de maneira 

isolada (Figura 14). Verificamos uma redução de 40% na inflamação em relação à área 

total do coração, de 63% no VE ,  44% no SI e 57% no VD (Figura 15). Observamos ainda 

uma redução de 95% das fibras marcadas com AE em relação à área total, 87,5% no VE, 

34% no SI e 72% no VD (Figura 16). 
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Figura 14: Porcentagem da área de fibrose em relação à área total (AT) do coração, a área 

do ventrículo esquerdo (VE), do septo interventricular (SI) e do ventrículo direito (VD). (*) 

diferença significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p≤0,05; ANOVA). 

(**) diferença significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal (p≤0,05; 

ANOVA). 

 

 

Figura 15: Porcentagem da área de inflamação mensurada em relação à área total (AT) do 

coração, área do ventrículo esquerdo (VE), do septo interventricular (SI) e do ventrículo 

direito (VD). (**) diferença significativa quando comparado aos animais mdx-sal (p≤0,05; 

test t de Student). 
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Figura 16: Porcentagem das fibras marcadas com AE em relação à área total (AT) do 

músculo cardíaco, ventrículo esquerdo (VE), septo interventricular (SI) e ventrículo direito 

(VD). (*) diferença significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p≤0,05; 

ANOVA). (**) diferença significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal 

(p≤0,05; ANOVA). 

 

 

4.4.2 Diafragma 

 

 

 No músculo diafragma de camundongos distróficos (mdx-sal) foram observadas 

extensas áreas de fibrose, fibras completamente regeneradas com núcleo central e fibras em 

degeneração evidenciadas pelo Azul de Evans (Figura 17). 

 O tratamento com suramina diminuiu em 7,39% a área de fibrose (Figura 18) e 54% 

a de inflamação (Figura 19). Observamos aumento de 8,6% no número de fibras com 

núcleo periférico (Figura 20), redução de 6,2% no número de fibras com núcleo central 

(Figura 20) e 88% nas fibras marcadas com AE (Figura 21). As áreas de regeneração 

diminuiram em 62,3% (Figura 21). 
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Figura 18: Porcentagem da área de fibrose mensurada no músculo diafragma (*) diferença 

significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p≤0,05; ANOVA). (**) 

diferença significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal (p≤0,05; ANOVA). 

 

 

Figura 19: Porcentagem da área de inflamação mensurada no músculo diafragma. (**) 

diferença significativa quando comparado aos animais mdx-sal (p≤0,05; test t de Student). 
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Figura 20: Porcentagem de fibras com núcleo periférico (NP) e fibras com núcleo central 

(NC) no músculo diafragma dos animais mdx-sal e mdx-sur. (**) diferença significativa 

quando comparado aos animais mdx-sal (p≤0,05; test t de Student). 

 

 

 

 

Figura 21: Porcentagem da área de regeneração (Reg) e de fibras marcadas com Azul de 

Evans (AE) mensurada no músculo diafragma. (**) diferença significativa quando 

comparado aos animais mdx-sal (p≤0,05; test t de Student). 
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4.6 Determinação semiquantitativa dos níveis de corpos cetônicos e proteínas na urina 

 

 

 O exame de urina com fita fotométrica mostrou que o conteúdo total de proteínas 

foi igual em todos os grupos (C57BL/10, mdx-sal e mdx sur; 0.3g/L) no início e ao término 

do protocolo experimental e que a maioria dos animais, de todos os grupos, não apresentou 

níveis elevados de corpos cetônicos. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Efeito da suramina na função muscular esquelética e na função cardíaca de animais 

distróficos 

 

 

O grau de envolvimento do coração e a extensão das alterações nos músculos 

esqueléticos têm sido considerados importantes fatores para o prognóstico clínico de 

pacientes com DMD (Gulati et al., 2005). A cardiomiopatia e a falência cardíaca resultante 

são fatores determinantes para a morbidade e para a mortalidade na Distrofia Muscular de 

Duchenne. A prevalência da disfunção cardíaca na DMD aumenta com a idade, sendo que a 

maioria dos pacientes por volta de 18 anos desenvolve cardiomiopatia, comumente 

apresentando cardiomiopatia dilatada (Au et al.,2010; Khouzami et al., 2010).  

O modelo mdx desenvolve cardiomiopatia que se agrava com a idade, culminando 

com a fibrose extensa e falência cardíaca (Quinlan et al., 2004; Chamberlain et al., 2007; 

Bostick et al., 2008; Spurney et al., 2008). Durante os cinco primeiros meses de idade, 

pequenas áreas de fibrose são encontradas nos músculos esqueléticos dos membros 

posteriores do camundongo mdx. Em contraste, o aumento da formação de tecido 

conjuntivo pode ser detectado nos músculos esquelético e cardíaco de mdx idosos, tal como 

observado nos achados histopatológicos de pacientes com DMD (Quinlan et al., 2004). 

A DMD é uma patologia degenerativa que afeta o músculo esquelético e cardíaco 

para a qual ainda não há nenhuma terapia eficaz (Bish et al., 2011). A terapia anti-fibrótica 

através da suramina foi proposta por ter um potencial terapêutico na distrofinopatia com 

base em recentes dados que mostraram a atenuação da doença no músculo estriado 

esquelético em camundongos mdx idosos (7 meses) (Tanigut et al., 2011). No entanto a 

função cardíaca em estágios mais tardios da patologia não foi avaliada nesse estudo.  

 Uma vez que a cardiomiopatia é a principal causa de morte nesses pacientes, é 

relevante avaliar o efeito de um tratamento direcionado aos músculos esquelético e 

cardíaco. 
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Considerando-se a função muscular esquelética, observamos que os animais 

distróficos apresentaram redução de 8,7% da força muscular ao término do protocolo 

experimental. O envelhecimento pode ter efeito direto na estrutura e função muscular 

predispondo a atrofia, diminuição do número de fibras, fadiga e fraqueza o que 

consequentemente torna o músculo susceptível à lesão (Lynch et al., 2000; Mouisel et al., 

2009). No presente trabalho, verificamos que o animal C57BL/10 não apresentou perda da 

força ao longo do tempo, sugerindo que o envelhecimento não afetou a força muscular, pelo 

menos nesse período. Assim, a perda de força observada no mdx-sal pode ser decorrente da 

presença de fibrose, que está significativamente aumentada nesses animais, tal como 

observado anteriormente em nosso laboratório (Taniguti et al., 2011). 

Com a suramina, a performance muscular dos camundongos foi quase que 

totalmente revertida a níveis controles, corroborando com os dados de Taniguti et al., 2011, 

que utilizou em seus estudos animais mdx idosos de 7 meses de idade. Esse resultado 

mostra que o tratamento a longo prazo com a suramina também foi capaz de atenuar a 

perda de força muscular em animais distróficos mais velhos (11 meses de idade). Tal como 

sugerido anteriormente, a suramina, ao reduzir a fibrose dos músculos esqueléticos, 

melhorou a função muscular. 

Quanto à função muscular cardíaca, os achados eletrocardiográficos revelaram 

ondas R polifásicas, que podem ser indicativo de bloqueio atípico do ramo direito do 

sistema de condução, registro também encontrado em crianças distróficas (Slucka, 1968). A 

diminuição da razão R:S pode ser atribuída ao compromotimento da passagem do sinal 

elétrico causado por danos à parede ventricular esquerda (Perloff et al., 1967). Observamos 

ainda diminuição do intervalo PR nestes animais indicativo de aceleração na condução do 

sinal elétrico através do nó atrioventricular (Bostick et al., 2008), aprofundamento da onda 

Q e prolongamento do intervalo QRS, QT e QTc nos animais distróficos e aumento do 

índice de cardiomiopatia. Esses achados estão de acordo com os observados em pacientes 

distróficos (Slucka, 1968) e com estudos em modelos animais da DMD (Bia et al., 1999; 

Wehling-Henricks et al., 2005; Branco et al., 2007; Bostick et al., 2008; Bostick et al., 

2009). 
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Tem-se sugerido que essas alterações eletrocardiográficas são indicativas de 

cardiomiopatia e que a presença de tecido fibrótico contribui para o surgimento dessas 

mudanças no registro (Perloff et al., 1967; Hainsey et al., 2002; Wehling-Henricks et al., 

2005; Thrush et al., 2009). 

O tratamento a longo prazo com a suramina foi eficaz em melhorar 

significativamente a amplitude das ondas P, Q, R, S e T, o intervalo PR, a razão R:S e o 

índice de cardiomiopatia. Atribuímos a melhora funcional desses parâmetros à diminuição 

da fibrose intersticial, visto que esta leva a anormalidades elétricas e funcionais no coração 

uma vez que cardiomiócitos remanescentes envoltos em tecido conjuntivo têm suas 

conexões intercelulares e a capacidade de conduzir sinais comprometida (Wehling-

Henricks et al., 2005). 

Os intervalos QRS, QT, QTc e a frequência cardíaca não apresentaram melhora 

significativa com o tratamento. Isso provavelmente é devido a suramina não impedir 

totalmente a formação de fibrose. 

Dessa forma, sugerimos que o tratamento a longo prazo com suramina atenua os 

sinais clínicos da cardiomiopatia na DMD, mas não impede seu desenvolvimento. 

 

 

5.2 Efeito da suramina nas características histopatológicas do músculo estriado 

esquelético e cardíaco e nos níveis de TGF-β1 

 

 Inibidores da enzima conversora da angiotensina, bem como os bloqueadores do 

receptor da angiotensina, têm sido utilizados na terapia da DMD para tratamento da 

cardiomiopatia (Jefferies et al., 2005; Rhodes, 2008; Bish et al., 2011). Entretanto, estas 

drogas, apesar de terem efeitos benéficos na função cardíaca, não melhoram a fibrose e 

podem não afetar a distrofia dos músculos estriados esqueléticos. Estudos prévios em 

camundongos distróficos com 2 anos de idade revelaram que drogas bloqueadoras do 

receptor de angiotensina, como o losartan, preservaram a função cardíaca, mas não a função 

esquelética (Bish et al., 2011). Entretanto, a fibrose cardíaca e esquelética não foi 

modificada pelo losartan, provavelmente devido a participação de outras vias, que não a da 

angiotensina (Bish et al., 2011). 
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O efeito protetor em ambos os músculos cardíaco e esquelético foi recentemente 

demonstrado após tratamento precoce com os agentes anti-fibróticos lisinopril e 

espironolactona em animais mdx; utrn
+/-. A melhora da função cardíaca e do diafragma é 

atribuída ao fato de o tratamento ter sido iniciado precocemente, ou seja, antes da disfunção 

cardíaca tornar-se evidente (Rafael-Fortney et al., 2011).  

Estudos prévios relatam áreas de fibrose em maior extensão no ventrículo esquerdo, 

preferencialmente na parede póstero-basal (Slucka, 1968; Wehling-Henricks et al., 2005; 

Spurney et al., 2008). Entretanto, nossos achados revelam maior acometimento do 

ventrículo direito. Outro estudo sugere um envolvimento aproximadamente igual de ambos 

os ventrículos (Quilan et al., 2004). Acreditamos que o ventrículo direito tenha sido mais 

acometido pela fibrose possivelmente por complicações de nível respiratório, comuns em 

camundongos distróficos a partir do sexto mês de vida, nos quais a disfunção ventricular 

direita precede a disfunção ventricular esquerda, respectivamente aos 8º e 11-12º meses de 

vida do animal (Crisp et al., 2011). 

 Verificamos que o coração de animais C57BL/10 mostra nenhuma ou mínima 

infiltração do corante Azul de Evans, enquanto o coração de animais distróficos apresenta 

fibras com marcação positiva, indicativo de danos à membrana celular. Estudo 

crononológico da cardiomiopatia em animais distróficos demonstra resultados semelhantes 

em animais de idade próxima ao do presente estudo (Van Erp et al., 2010).  

 Além disso, observamos níveis aumentados de CK nos animais distróficos em 

comparação com os animais controles, corroborando com estudos prévios (Bulfield et al., 

1984, Ozawa, Hagiwara & Yoshida, 1999 e Taniguti et al., 2011). A suramina foi eficaz em 

reduzir as áreas em degeneração e melhorar os níveis de CK no grupo tratado. Isso se deve 

ao efeito protetor da droga na mionecrose. Embora os mecanismos pelos quais a suramina 

possa proteger contra a mionecrose sejam desconhecidos, uma possibilidade seria 

relacionada à sua ação antagonista nos receptores purinérgicos, que estão envolvidos na 

mionecrose (Iwata et al., 2007). 

 As análises de H&E revelaram a presença de infiltrados inflamatórios no coração de 

animais distróficos. A suramina foi eficaz em reduzir o processo inflamatório, 

demonstrando assim sua possível ação também na cascata inflamatória, possivelmente pela 
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inibição do TNF-α com seus receptores, levando a diminuição de sua atividade biológica 

(Mancini et al., 1999). 

A suramina reduziu significativamente a fibrose cardíaca e no diafragma, 

comprovando a ação anti-fibrótica da droga também em estágios mais avançados da 

distrofinopatia. Esta ação da suramina pode ser devida ao bloqueio dos receptores para o 

TGF-β1 e consequentemente da sinalização intracelular para síntese de colágeno (Dijke & 

Hill, 2004). 

Verificamos ainda redução das áreas em regeneração e aumento no número de 

fibras com núcleo periférico no músculo diafragma o que pode ser devido à capacidade da 

droga em inibir o efeito da miostatina na diferenciação miogênica (Nozaki et al., 2008). 

Nos animais distróficos, os níveis de TGF-β1 estavam aumentados nos músculos 

cardíaco e diafragma, de acordo com estudos prévios (Bernasconi et al., 1995; Van erp et 

al., 2010; Taniguti et al., 2011). O tratamento com suramina, interessantemente elevou os 

níveis de TGF-β1 no músculo diafragma, embora a fibrose tenha sido reduzida. 

No músculo cardíaco, a suramina não alterou os níveis de TGF-β1 provavelmente 

por não interferir na sua produção, apenas inibindo a ligação com seu receptor (La Rocca et 

al., 1990; Taniguti et al., 2011). Além disso, os músculos distróficos respondem 

diferentemente a sinalização do TGF-β1, talvez devido à ativação específica da citocina aos 

seus receptores ao longo do tempo (Chen et al., 2005). 

 

 

5.3 Dosagem e efeitos colaterais da suramina 

 

 

 Sabe-se que a suramina, quando utilizada em doses acima de 275µM, por um 

período de várias semanas, pode levar a toxicidade (Lam et al., 2010). Seus principais 

efeitos tóxicos incluem proteinúria, insuficiência adrenal, danos à córnea, coagulopatia, 

polineuropatia e trombocitopenia, geralmente descritos em pacientes que estão em 

tratamento para algum tipo de câncer (Garcia-Schürmann et al., 199 e McGeary et al., 

2008). 
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 Mais recentemente, estudos clínicos com baixas doses (10-20µM) de suramina 

evidenciaram sua ação anti-tumoral, não havendo evidencia de toxicidade (Lam et al., 

2010). 

 No presente estudo utilizamos a dose de 60mg/kg baseados em estudos prévios 

(Lossos et al., 2000; Taniguti et al., 2011). Esta dose é cerca de dez vezes menor que a 

descrita como não-tóxica por Lam et al., 2010. De fato, a suramina não aumentou a 

proteinúria, bem como a presença de corpos cetônicos. 

Adicionalmente, verificamos que os animais tratados apresentaram redução de 10% 

da massa corporal em comparação aos animais que não receberam tratamento. Isso pode ser 

devido ao fato da droga diminuir a ingestão de ração, como observado em experimentos 

com animais modelos de lúpus eritematoso sistêmico tratados com suramina (Ballock & 

Sakic, 2008). Entretanto, não mensuramos o consumo de ração pelos animais e a 

diminuição do peso não foi significativamente diferente em relação aos animais C57BL/10. 

 Assim, aparentemente, a suramina, na dose e tempo aqui empregados, não provocou 

efeitos colaterais significativos no camundongo mdx. Entretanto, é importante ressaltar que 

a transposição de doses de modelos animais para pacientes humanos deve ser feita com 

cuidado, sendo necessário estudos clínicos para determinação de doses adequadas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Concluímos que o agente anti-fibrótico suramina exerceu efeito positivo na 

distrofinopatia do camundongo mdx idoso, atenuando os sinais da cardiomiopatia e 

melhorando a histopatologia do músculo diafragma. 

Sugerimos que a suramina possa ser uma droga potencialmente útil para a terapia 

farmacológica das distrofinopatias, bem como auxiliar nas terapias genéticas e celulares, ao 

diminuir a formação de fibrose e promover a manutenção de fibras musculares íntegras, 

alvo destas terapias. Embora não tenha impedido o desenvolvimento da cardiomiopatia, a 

droga pode promover melhor qualidade de vida em estágios tardios da doença, 

minimizando os sinais da insuficiência cardíaca e respiratória. 
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