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RESUMO

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca caracterizada pela fraqueza
muscular progressiva que leva a insuficiéncia respiratdria e cardiaca, resultando em morte
por volta dos 30 anos de idade. No camundongo mdx, modelo experimental da DMD, os
musculos diafragma e cardiaco sdo severamente afetados apresentando fibrose semelhante a
observada na patologia humana. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do
tratamento a longo prazo com suramina, uma droga anti-fibrética, nos musculos diafragma
e cardiaco de camundongos mdx idosos. Camundongos mdx (n=20; 8 meses de idade)
receberam injecodes 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 solugdo salina. Os
camundongos da linhagem C57BL/10 expressam distrofina e sdo utilizados como controle
da linhagem mdx. A suramina diminuiu os niveis de CK e atenuou a perda da forca
muscular. No musculo diafragma, a suramina reduziu a drea de fibrose e a mionecrose. No
musculo cardiaco, houve redu¢do da fibrose, da inflamacdo e melhora significativa de
parametros funcionais cardiacos (amplitude das ondas P, Q, R e S do eletrocardiograma).
Sugere-se que a suramina possa ser potencialmente util nas distrofinopatias, atenuando a
miopatia nos musculos mais afetados, o coracdo e o diafragma, nos estdgios tardios da

doenca.

Palavras-chave: camundongo mdx, fibrose endomiocéardica, 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



1 INTRODUCAO

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doencga genética causada por
mutacdo em um unico gene do cromossomo X que leva a auséncia da proteina distrofina
(Cyrulnik & Hinton, 2008).

Aproximadamente um em cada 3500 nascidos vivos do sexo masculino € afetado
pela DMD. Entre os 2-5 anos de idade observam-se os primeiros sinais clinicos da doenca,
caracterizados por dificuldade para correr, subir escadas, instabilidade na marcha e quedas
frequentes, com subsequente pseudo-hipertrofia dos muisculos das panturrilhas e fraqueza
muscular progressiva (Bogdanovich et al., 2003).

O paciente distrofico 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 € acentuada por problemas
respiratorios causados por escoliose e fraqueza dos musculos diafragma e intercostais. Na
maioria dos casos, o 6bito decorre de insuficiéncia cardiaca e respiratéria, em torno da
terceira década de vida (Kaspar, Allen & Montanaro, 2009).

A DMD ¢ causada por mutacdes no gene da distrofina, que conduzem a auséncia
desta proteina no sarcolema. A distrofina localiza-se na face citoplasmatica do sarcolema,
ligada aos miofilamentos e a um complexo de glicoproteinas da membrana das fibras
musculares esqueléticas (Bernasconi et al., 1995), cardiacas e lisas (Hainsey et al., 2002)
(Figura 1). O complexo de glicoproteinas desempenha papel essencial na manutengdo
estrutural do sarcolema durante o estresse imposto pela contragdo muscular (Ervasti, 2007).
Na auséncia da distrofina, as proteinas do complexo estdo diminuidas, ou sdo 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

célcio, ativagdo de proteases e necrose (Deconinck & Dan, 2007). No coragdo, além da



perda da integridade da membrana, a auséncia da distrofina afeta os canais voltagem-
dependente de célcio tipo-L, localizados na membrana dos tibulos transversos (Jorgensen
et al., 2011). Essas anormalidades contribuem para aumentar o cdlcio intracelular. O
excesso de célcio pode estimular ainda mais sua liberacdo e ativar proteases, como as
calpainas que degradam as proteinas contrateis (Whitehead, Yeung & Allen, 2006). Tal
como acontece no musculo esquelético, isso leva a um ciclo de inflamagao, mionecrose e
fibrose. A auséncia de fibras miocardicas integras leva ao estresse da parede do coracdo,
aumento da demanda de oxigénio, morte continua de cardiomidcitos e aumento de fibrose

(Spurney, 2011).

Distrofina A Distrobrevina

Figura 1: Organizacdo molecular do complexo distrofina-glicoproteinas.

1.2 Modelo animal para a Distrofia Muscular de Duchenne

1.2.1 Camundongo mdx

O camundongo mdx foi descoberto em 1984 em uma col6nia de camundongos

C57/BL10 ScSn, denominada C57BL/10 mdx: “x chromossome-linked muscular



dystrophy”. Eles foram identificados por apresentarem niveis elevados das enzimas creatina
cinase e piruvatoquinase, decorrente da degeneracdo muscular caracteristica de distrofia
muscular (Bulfield et al., 1984).

Apesar da falta da distrofina, o fenétipo do camundongo mdx € mais suave do que o
de pacientes distréficos (Tanabe, Esaki, & Nomura, 1986). A patologia muscular é
pronunciada no mdx entre duas e oito semanas de idade, um periodo caracterizado pela
presenca de focos de necrose, fibras recém-regeneradas com nucleo central e altas
concentracdes plasmaticas da enzima creatina cinase. O ciclo de degeneracao-regeneracao
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 dpice e apds o quarto més a
incidéncia de fibras necréticas € reduzida (Tanabe, Esaki, & Nomura, 1986).

Nos camundongos adultos, a fraqueza muscular nos membros ¢ bastante
pronunciada e acompanhada por progressiva deterioracao estrutural e funcional do musculo
diafragma (Stedman et al., 1991; Ishizaki et al., 2008) e alteracOes degenerativas nas fibras
musculares cardiacas, com focos de fibrose nos ventriculos, atrios e sistema de conducgdo

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

1.3 Alteracoes do misculo cardiaco na DMD

O musculo cardiaco é comumente afetado na DMD (Engel, 1994; Zhu et al., 2002;
Gulati et al., 2005) e, durante a progressao clinica da doenga, aproximadamente 90% dos
pacientes desenvolvem sérios problemas na funcdo cardiaca, 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
parametros extrinsecos associados a progressdao da doenca, como por exemplo, o
aparecimento de lordose e escoliose decorrentes da distrofia nos musculos posturais, o que

consequentemente limita o desempenho respiratorio. Adicionalmente, o comprometimento



do musculo diafragma e também dos musculos intercostais, leva a doenga pulmonar
restritiva, hipoxemia e hipertensdao pulmonar que por sua vez pode desencadear
cardiomiopatia secunddria ou o cor pulmonale (Menegey et al., 1999; Zhu et al., 2002).

Dentre as manifestacdes clinicas da doenca cardiaca na DMD, t€ém-se descrito a
taquicardia, arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca congestiva e alteracOes
eletrocardiogréficas (Manning & Cropp, 1958). Anormalidades no sistema de condugdo
cardiaco podem ser demonstradas em cerca de 50% dos pacientes. Alteracdes na condugdo
intra-atrial s3o comuns, na condug¢do infranodal aparecem em 10% dos pacientes e mais de
um tipo ocorrem em um terco dos pacientes (Engel, 1994).

O eletrocardiograma (ECG) revela ondas R de amplitudes anormalmente altas nas
derivagdes V1 e V3, onda Q profunda vista principalmente nas derivacdes V1, aVL e V6 e
menos freqiientemente em V2, V3 e aVF ou V1 e V4. Outros achados incluem intervalo PR
diminuido, prolongamento do intervalo QT, ondas R polifasicas, reducdo da razdo R:S e
contracOes 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 coragdo de pacientes com DMD apresenta extrema fibrose,
geralmente localizada na parede postero-basal do ventriculo esquerdo (Moriuchi et al.,
1993). O tecido fibroético, por ser inflexivel diminui a eficiéncia da contracdo do miocérdio.
A regidao de fibrose gradativamente torna-se mais delgada, perde a capacidade de
contratilidade, levando a cardiomiopatia dilatada. A dilatacio do coracdo aumenta o
volume ventricular esquerdo, compromete a funcdo sistolica e muitas vezes leva a
regurgitacdo mitral, que consequentemente acarreta diminuicao do débito cardiaco (Kaspar,
Allen & Montanaro, 2009).

A fibrose cardiaca, caracterizada por acimulo excessivo de matrix extracelular no
miocdardio, forma-se por acdo de citocinas pré-fibréticas, como o fator de crescimento
transformador beta-1 (TGF-B1) e o fator de crescimento de tecido conjuntivo (cTGF). Na
DMD e nos camundongos mdx, o TGF-f1 € um importante mediador da fibrose em ambos

musculos esquelético e cardiaco (Turgeman et al., 2008; Au et al., 2010).



1.3.1 Alteragoes do miisculo cardiaco no mdx

Assim como na DMD, o animal mdx apresenta anormalidades no ECG, disfuncio
autondmica, conducdo prejudicada, arritmias, fun¢do 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 acumulo progressivo de tecido conjuntivo no coracdo do
animal sugere que a fibrose pode ser responsdvel por algumas caracteristicas da
cardiomiopatia do mdx (Hainsey et al., 2002; Wehling-Henricks et al., 2005).

Funcionalmente, o coracdo do mdx exibe taquicardia e diminui¢do significativa da
variabilidade da freqiiéncia cardiaca (Chu et al.; 2002) e tem suas propriedades contrateis
alteradas (Sapp et al., 1996).

O coracdo de camundongos mdx jovens (3 meses de idade) raramente exibe
mudangas degenerativas e focos limitados de inflamacdo (Grady et al., 1997; Burelle et al.,
2010). Por volta dos 6-8 meses de idade comega a apresentar moderada necrose miocardica
e fibrose. Ja a diminui¢c@o da fungdo cardiaca 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 diminui¢do da funcdo cardiaca
sistdlica e diastdlica (Hoffman et al., 2008). No entanto, o camundongo mdx apresenta
patologia cardiaca proeminente ao redor dos 12 meses de idade, que se agrava com o

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

1.4 Fibrose cardiaca e o fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-p1)

Virios fatores contribuem para a deterioragdo dos cardiomidécitos na DMD. O
musculo cardiaco contrai repetidamente e as contracdes continuas resultam em constante

influxo de célcio. O aumento de cdlcio intracelular acelera o processo de injuria, levando a



degradacdo e conseqiiente morte dos cardiomidcitos (Kaspar, Allen & Montanaro, 2009;
Ameen & Robson, 2010).

A morte dos cardiomidcitos inicia a resposta inflamatéria, na qual macréfagos
migram para a regido e removem as células. Posteriormente, fibroblastos cardiacos
invadem a 4rea danificada e iniciam a formacdo de tecido cicatricial ou fibrose no musculo
cardiaco. A fibrose na DMD € primeiramente formada na parede ventricular esquerda e a
seguir na parede ventricular direita, do epicardio para o endocardio, espalhando-se a seguir
por todo o coragdo (Frankel & Rosser, 1976). A regido com fibrose perde a contratilidade,
levando a cardiomiopatia dilatada (kaspar, Allen & Montanaro, 2009).

Sugere-se que a fibrose em miusculos distroficos esteja relacionada a elevada
expressdo do fator de crescimento transformador beta-1 (transforming growth factor beta-
1; TGF-B1) (Yamazaki et al., 1994; Bernasconi et al., 1995; Gosselin et al., 2004; Zhou et
al., 2006; Khan & Sheppard, 2006).

Nos mamiferos, o TGF-f3 ¢ encontrado em trés isoformas: TGF-1, TGF-f2 e TGF-
B3. O TGF-B1 ¢ expresso em miofibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais e
macréfagos (Jiao et al., 2005). E uma citocina multifuncional de 25 kDa (Budasz-
Swiderska et al., 2005) que desempenha papel importante na inflamacao, na cicatrizacdo de
feridas e na fibrose (Bernasconi et al., 1995). Sua expressado elevada resulta no aumento de
sintese de proteinas da matriz extracelular e este excesso de proteinas promove a fibrose
(Khan & Sheppard, 2006).

No coragdo, altas concentracdes de TGF-B1 levam a hipertrofia cardiaca
acompanhada por fibrose intersticial (Biernacka & Frangogiannis., 2011), resultando em
disfun¢do sistdlica e diastdlica, espessamento das paredes valvulares, além de tornar o
tecido cardiaco um meio ndo homogéneo para a propagacio elétrica, podendo levar ao
desenvolvimento de arritmia cardiaca (Khan & Sheppard, 2006).

Pelo fato dos pacientes com DMD apresentarem cardiomiopatia dilatada nos
estdgios tardios da doenca, o uso de agentes anti-fibréticos que regulem a expressao do

TGF-B1 sdo uma escolha importante para atenuar a evolucao da doenca.



1.5 Suramina

A suramina foi inicialmente descrita em 1920 como uma droga para o tratamento de
individuos com tripanossomiase africana mostrando-se eficiente também contra alguns
tipos de tumores (McNally et al., 2000; Bisaggio et al., 2006; Kathir et al., 2006; Aragdo et
al., 2009), incluindo o cincer prostatico metastdtico, o linfoma, o carcinoma do coértex

adrenal e o carcinoma renal metastitico (Yoneda et al., 1995; Erguven et al., 2008).
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Figura 2: Estrutura molecular da suramina.

A suramina possui inimeras agdes bioldgicas, tais como (a) bloquear os receptores
de vdrios fatores, citando como exemplos o fator de crescimento transformador beta-1
(TGF- B1), o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) e o fator de
crescimento [3; (b) inibir a angiogénese, a atividade enzimatica esteroidogénica e a
atividade de diferentes enzimas, tais como a DNA polimerase, a topomerase e a proteina
quinase C e (c) interferir no catabolismo de glicolipideos, 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;
Lietal., 2010).

A suramina foi utilizada para impedir a formacdo de tecido cicatricial e antagonizar
o TGF-B1 liberado no local da lesdo, impedindo que ele atue nos fibroblastos (Chan et al.,
2005; Nozaki et al., 2008). Seu uso em musculos esqueléticos lesados diminuiu a expressao
do TGF-B1 (Stein et al., 1993; Chan et al., 2005), promoveu regeneracido muscular,
diminuiu a formacao de fibrose e aumentou a forca muscular apds a lesao (Nozaki et al.,

2008). Por atuar como um bloqueador de fatores de crescimento sugere-se que a suramina



pode ser usada também na terapia de miocardites e outras doengas cardiovasculares (Shiono
et al., 2002).

Estudos realizados em nosso laboratério por Taniguti et al., 2011, revelaram a
potencialidade da suramina na preveng¢do da fibrose muscular e da mionecrose em
diferentes musculos esqueléticos distréficos do camundongo mdx idoso (7 meses). Foi
sugerido que a suramina seria potencialmente util para a terapia das distrofinopatias.
Entretanto, como algumas drogas que melhoram o fendtipo de musculos estriados
distréficos levam a efeitos negativos no musculo cardiaco (Whitehead et al., 2006), seria

importante verificar os efeitos da suramina no corac¢ao distréfico.



2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo verificar os efeitos do tratamento a longo
prazo com suramina na histopatologia do musculo cardiaco e diafragma de camundongos

mdx 1d0sos.

2.1 Objetivos especificos

1) Verificar os efeitos do tratamento a longo prazo com suramina na func¢do cardiaca de
camundongos mdx 1dosos.
2) Verificar se a suramina altera os niveis de TGF-f1 no musculo cardiaco e diafragma de
camundongos mdx 1dosos.
3) Verificar se a suramina altera os niveis de corpos cetdonicos € proteinas na urina de

camundongos mdx 1dosos.
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3 MATERIAL E METODOS

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 fémeas,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP (Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biolégica — CEMIB). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Biologia
Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia, em caixas plasticas sob condicdes
ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) com ragdo e dgua ad libitum.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes para
experimentacdo animal de nossa Institui¢do, sob o protocolo da Comissdo de Etica na

Experimentacdo Animal (CEEA-IB-UNICAMP) n°® 2255-1.

3.2 Protocolo experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: C57BL/10 tratados com
solug@o salina (n=18); camundongos mdx tratados com solucdo 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 trés 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) diluida em solu¢do salina. Camundongos tratados somente com
solugdo salina, pela mesma via e periodo, serviram de controle.

Ap6s 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 musculos cardiaco e diafragma foram coletados e processados de acordo com

as técnicas descritas a seguir.

3.4 Medida da forca muscular

A forca dos membros anteriores foi mensurada utilizando-se o medidor de forca
(New Primer, Sao Paulo, Brasil) (Figura 3). Os camundongos foram posicionados sobre o
medidor, apreendidos pela cauda e estimulados a tracionar com os membros anteriores um
anel metalico acoplado ao dinamdmetro do medidor de for¢ca. A forca de tragdo exercida
pelo animal foi expressa como a média das cinco maiores medidas de forca em gramas
dividida pelo peso corporal em gramas (g/g de peso corporal; Payne et al., 2006; Taniguti et
al., 2011).

As medidas da for¢a foram realizadas no inicio e no final do protocolo experimental

pelo mesmo examinador.

Figura 3: Medida de forca dos membros anteriores. O animal é mantido na posicao
ilustrada. Ao ser gentilmente tracionado para trds, segura a argola, puxando-a para tras,

exercendo assim forca muscular que € registrada no visor digital, em kilogramas.
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3.5 Avaliacao da funcao cardiaca: eletrocardiograma (ECG)

Para a avaliacdo eletrocardiogréfica, 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 eletrocardidgrafo
computadorizado de quatro canais (MLS360/7 ECG Analysis Module, ADInstruments —
Austrédlia). As agulhas foram introduzidas subcutaneamente, duas na jun¢do ventral da
caixa tordcica com os membros anteriores direito e esquerdo e uma terceira agulha na
juncdo do abdome e o membro posterior esquerdo (Figura 4). Os tracados foram obtidos
com o animal em decubito dorsal. As amplitudes das ondas foram mensuradas em milivolts
(mV) e as duragdes dos intervalos em milissegundos (ms), considerando-se a derivacdo em
DII do plano frontal. No registro eletrocardiografico foi analisada a média de dez ciclos
sucessivos, durante 5 minutos, para determinar os seguintes parametros: intervalo PR,
definido como o tempo de despolarizacdo do étrio (do inicio da onda P ao inicio do
complexo QRS); duracdo do complexo QRS, definido como o tempo de despolarizacao
ventricular; intervalo QT, definido como a sistole elétrica ventricular (inicio do complexo
QRS ao final da onda T) e QTc, intervalo QT, corrigido pela freqiiéncia cardiaca, segundo a
equacdo de Bazett: QTc= QT(s)/RR(s) £ 2 e mensuracdo da amplitude das ondas P, Q, R, S
e T e a razdo R:S (Bia et al., 1999). O indice de cardiomiopatia foi determinado pela

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

Figura 4: Camundongo mdx sob anestesia com eletrodos subcutianeos para realizacdo do

eletrocardiograma.
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3.6 Determinacao de creatina cinase total no plasma sanguineo

Para verificar o efeito da suramina sobre a degeneracdo 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 pun¢do cardiaca 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 (for¢a centrifuga relativa a aceleracdo da gravidade) a 4°C por 10
minutos. Utilizou-se um kit para quantificacdo de CK total (CK Cinético Crystal, Bioclin,
Quibasa, Brasil). As absorbancias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se
espectrofotometro (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 6ptico. Os valores de CK foram expressos em unidades internacionais

(U/L).

3.7 Analise Histologica

Os musculos diafragma e cardiaco foram removidos, lavados em PBS e embebidos
em meio de inclusdo para baixas e médias temperaturas (7Tissue Freezing Medium; Triangle
Biomedical Sciences), pré-congelados em N-hexano a 90°C negativos por um minuto € em
seguida imersos em nitrogénio liquido e mantidos a 80°C negativos.

Em seguida, foram realizados cortes transversais de 7um de espessura do terco
médio do musculo diafragma e cortes frontais de 8um de espessura do misculo cardiaco
em criostato (HM 505 E Microm) a 24°C negativos. Os cortes foram corados com

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

A coloracdo com Tricromio de Masson foi utilizada para evidenciar a fibrose. Os
cortes congelados foram inicialmente fixados com solu¢do de Bouin por uma hora e, em
seguida, lavados com etanol durante doze horas. Apds esta etapa, as laminas foram lavadas
em agua corrente por dez minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris por oito
minutos. Apés este periodo, as ldminas foram lavadas novamente em &dgua corrente e
imersas em solu¢do de Masson por quinze minutos. Depois, as laminas foram banhadas em
solucdo de acido acético a 0,2% e mergulhadas em solucdo de azofloxina (AFO) por cinco
minutos e em seguida, em solucdo de verde luz (light green) por cinco minutos. Apos esta
etapa, os cortes foram banhados em dcido acético a 0,2% para serem submetidos a
desidratacdo em série de etanol e a diafaniza¢do com xilol.

As laminas foram montadas em resina e os cortes observados ao microscopio de luz
Nikon Eclipse E400, com objetiva de 20X, conectado a um computador com software NIS-
Elements 5.0, utilizado para medida da area de fibrose e da drea total de cada corte, em
imagens captadas pela video camera (Nikon Express Series) acoplada ao microscépio de
luz.

A andlise morfométrica da fibrose foi feita em cortes do musculo diafragma e do
coragdo, separadamente nos ventriculos cardiacos e no septo interventricular. No musculo
cardiaco foram analisados 5 cortes nao-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 Tricromio de Masson. Em
seguida, foram lavados em 4gua 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 laminas montadas em resina para observacdo em microscopia de luz. As
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laminas coradas com HE foram analisadas com objetiva de 20X e oculares de 10X
contendo reticulo quadrilatero de 100 pontos, acopladas ao microscépio de luz binocular
(Carl Zeiss®). Foi quantificado o nimero de fibras com ntcleo central e o nimero de fibras
com nucleo periférico utilizando-se um contador manual. Para a quantificacdo das fibras
com nucleo periférico, foi utilizada a féormula NP = (n°. total de fibras) — (NC + AE)
(MARQUES et al., 2008). No mdusculo diafragma foram escolhidos cinco campos
aleatdrios de cada corte para quantificar o percentual de fibras com nicleo central, nicleo
periférico e dreas de regeneracgao.

No musculo cardiaco, as 1aminas coradas com HE foram utilizadas para obten¢do da
area de inflamacdo nos ventriculos, septo interventricular, bem como da édrea total do
musculo em 5 cortes ndo-seriados de cada animal dos respectivos grupos experimentais:

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

3.8 Marcacao de fibras necrdticas

O corante azul de Evans (AE) € uma molécula impermedvel a membrana plasmaética
que se liga a albumina sérica e penetra na fibra muscular quando a membrana nao esta
integra. A sua marcacdo in vivo evidencia fibras com alteracdo de permeabilidade do
sarcolema e fibras em degeneracdo (Matsuda et al., 1995; Marques; Matsumura & Santo
Neto, 2007).

Para marcacao das fibras necréticas animais C57BL/10 (n=6), mdx-sal (n=6) e mdx-
sur (n=6) foram injetados intraperitonealmente com solu¢do de azul de Evans (Evans blue
dye; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a 1% diluida em tampdo fosfato salina
(PBS), na concentracdo de 0,1ml de solucao de azul de Evans por 10g de peso do animal
(Matsuda et al., 1995; Marques et al., 2007). Doze horas apds a inje¢do, os camundongos
foram sacrificados com dose letal de anestésico (cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de
quetamina) e exsanguinados. Os musculos diafragma e cardiaco foram coletados,

congelados e seccionados como descrito acima. As laminas 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
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montagem para fluorescéncia DABCO [1,4-diazabiciclo (2.2.2)octano; Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA] e a observagao realizada em microscépio 6ptico de fluorescéncia
(Nikon Express Series Nikon, Tokyo, Japdo) acoplado a video cdmera Hamamatsu
(Hamamatsu Photonics, Iwata, Shizuoka, Japdo) para captacdo de imagens, no
comprimento de onda de 568nm (verde), onde o azul de Evans emite fluorescéncia

vermelha.

3.9 Western blotting

Para a quantificagdo do TGF-B1 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 miisculos
diafragma e cardiaco foram retirados e homogeneizados em tampao para homogeneizagdo
(Tris-HCI 100 mM, pirofosfato de s6dio 100 mM, fluoreto de s6dio 100 mM, 10 pg/ml
aprotinin, PMSF 1 mM, e Na3VO 0,25 mM) a 4°C usando homogeneizador Polytron PTA
20S (Brinkmann Instruments, Westbury, New York, EUA) operado em velocidade maxima
por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 11000 rota¢des por minutos a 4°C por
20 minutos e o sobrenadante utilizado para andlise por extrato total. A determinacdo da
proteina foi realizada pelo método de Bradford et al., 1976.

As amostras do extrato protéico foram tratadas com tampao Laemmli (azul de
bromofenol 0,04 mg/ml eTris-HC1 0,12 M, glicerol 20%, SDS 2% e B-mercaptoetanol 0,28
M) e aquecidas por 5 minutos. Em seguida, 30 pg de proteina foram aplicados em gel SDS-
poliacrilamida 8-15% em aparelho para eletroforese (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, EUA). A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada em 90 minutos a 120 V em aparelho de transferéncia (mini-Protean, Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA, EUA). As membranas foram incubadas com solucdo basal
(Trisma base 10 mM, cloreto de s6dio 150 mM e Tween-20 0,02%) contendo 3% de leite

desnatado, por 1 hora em temperatura ambiente para reduzir a ligacdo nao especifica de
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proteinas. Posteriormente, foram incubadas com anticorpo primdrio diluido em 10 ml de
solugdo basal contendo 1% de leite desnatado a 4°C, durante 12 horas. No dia seguinte, as
membranas foram lavadas por 30 minutos com solucdo basal e incubadas em 10 ml de
solugdo basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5 pl de anticorpo secundério conjugado a
peroxidase por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram
lavadas por 30 minutos com solu¢do basal.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solucdo de
quimioluminescéncia (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos e
a captura de fluorescéncia foi realizada utilizando-se o aparelho G-Box Chemi e o software
de aquisi¢do de imagem GeneSnap (Syngene, Maryland-USA). As densidades das bandas
foram quantificadas pelo software de anélise GeneTools (Syngene, Maryland- USA).

Ap6s obtencdo de bandas do TGF-B1, as membranas foram lavadas com solucdo
basal (3x10 minutos) e incubadas com 10mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCI pH 7.5;
_-Mercaptoethanol 0.1M; Uréia 8M) durante 1h, a 60°C. Em seguida, foi realizada uma
incubacdo em Tris-HCI 1M pH 7.5 por 30min para neutralizar o stripping. As membranas
foram lavadas com solucdo basal e processadas conforme descrito previamente para
marcacdo da proteina gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (GAPDH). Esta € uma proteina
de controle interno, pois a quantidade desta proteina ndo se altera em diferentes condi¢des
fisiolégicas. As bandas marcadas com GAPDH foram utilizadas para normalizacdo das
bandas do TGF-f1.

Foram utilizados os seguintes anticorpos primdrios: 1) TGF-f1 (mouse monoclonal,;
Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA), 2) GAPDH (rabbit polyclonal; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA). Foi utilizado o anticorpo secundério IgG
mouse ou rabbit conjugado a peroxidadse correspondente (H+L) (KPL, Gaithersburg,

Maryland, USA).
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3.10 Determinacdo semiquantitativa dos niveis de corpos cetonicos e proteinas na

urina

Para avaliar se o tratamento a longo prazo com suramina alteraria os niveis de
corpos cetdnicos e induziria a proteindria, camundongos de todos os grupos experimentais
foram submetidos ao exame de urina, no inicio e ao término do protocolo experimental. O
exame de urina foi realizado através de fita fotométrica de reflexdo Urisys 1100
(ComburlOTest UX).

As amostras de urina foram obtidas apds leve pressdo na regido abdominal inferior
dos camundongos e coletadas em laminas. 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 as cores de reacdo presentes nas zonas reativas das

tiras de teste (Figura 5).
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Figura 5: Leitura visual do exame de urina por meio de fitas fotométricas.
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3.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A comparagdo direta
entre as médias de dois grupos foi realizada utilizando-se test-t de Student com
significancia p<0,05. A comparagdo entre os trés grupos foi realizada por andlise de

varidncia (ANOVA; p<0,05) seguida do pds-teste de Bonferroni.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal e medida de forca

Verificamos que os animais C57BL/10 e os mdx-sal ndo apresentaram diferenca na
massa corporal ao término do protocolo experimental (p>0,05). Os animais tratados com
suramina sofreram diminui¢do de 10% da massa corporal quando comparados aos animais
mdx-sal no final do protocolo experimental (Figura 6).

Em relacdo a for¢a muscular, ndo observamos alteracdes a0 compararmos as médias
iniciais e as médias finais dos animais C57BL/10 (p>0,05). A andlise da for¢ca muscular do
grupo mdx-sal indicou que houve diminui¢do da for¢a, ao término do estudo. A suramina
preveniu a perda de forca muscular a0 comparamos o grupo mdx-sal com o mdx-sur ao

final do protocolo experimental (Figura 7).
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Figura 6: Massa corporal (g) de camundongos C57BL/10, mdx-sal e mdx-sur no inicio (8

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

comparada aos valores finais do grupo mdx-sal (p<0,05; test t de Student).
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Figura 7: Forca normalizada (forca, g/massa corporal, g) de camundongos C57BL/10,
mdx-sal e mdx-sur no inicio (8 meses de idade) e ao final (11 meses de idade) do
tratamento. (*) diferenca significativa quando comparada aos valores do inicio (p<0,05,
teste t de Student). (**) diferencga significativa quando comparada aos valores finais do

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

4.2 Avaliacao da fungao cardiaca: eletrocardiograma (ECG)

A andlise do ECG permitiu observar que os animais controles C57BL/10
apresentam amplitudes normais das ondas P, Q, R, S e T (Figuras 8 € 9).

Os animais distréficos (tratados com salina, mdx-sal) mostraram aprofundamento da
onda Q, bem como diminui¢cdo da amplitude da onda S e aumento da amplitude de R e T.
(Figura 8). Onda R poliféasica foi evidente em cerca de 70% dos casos (Figura 8). O
intervalo PR estava significativamente diminuido (Figura 10), bem como os intervalos
QRS, QT, QTc. O indice de cardiomiopatia estava significativamente aumentado em

comparacao ao animal C57BL/10 (Figura 10) e a razdo R/S diminuida (Figura 11).
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O tratamento com suramina melhorou o ECG, afetando diversos parimetros de
forma significativa. A amplitude das ondas (Figura 7) e a razdo R/S (Figura 10) foram
alteradas. O intervalo PR voltou a valores proximos do normal e o indice de cardiomiopatia
foi significativamente reduzido (Figura 9). Quanto aos intervalos QRS, QT, QTc e a

frequéncia cardiaca, ndo foram observadas alteragdes (p>0,05).
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Figura 8: Registro do ECG de camundongos C57BL/10, mdx-sal e mdx-sur usando a

derivacgdo DIIL.
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Figura 9: Histograma representativo da andlise quantitativa do ECG em relacdo as

amplitudes das ondas P, Q, R, S e T dos animais C57BL/10, mdx-sal, mdx-sur. (*) diferenca
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significativa quando comparado aos animais C57BL/10 (p<0,05; ANOVA). (**) diferenca

significativa quando comparado aos animais mdx-sal (p<0,05; ANOVA).

OCS78L/10 B mdx-sal W mdx-sur ‘
|00 18
as
== 16 -
600 40 l
14 -
| 35 -
500 —L - 12 4 _L
30
400 10 A
25
300 20 - 81
20 15 - 61
10 41
100 < 2 4
0+ . T o : 0+ : :
FC (bpm) PR (ms) QRS (ms)
4 120
2 q
40
100 - 1.8 - -
$1 1,6 -
301 8 | l 1,4
2 - J_ 1,2 1
20 91 1 4 ==
15 ) 08
0,6 -
10 1
_ 0.4
; | 20
0,2 -
0+ T T 1 0 — 0 -+ T T 1
QT (ms) QTc (ms) Indice de cardiomiopatia

Figura 10: Histograma representativo da andlise quantitativa do ECG em relacdo a
frequéncia cardiaca (FC), intervalo PR, QRS, QT e QTc e ao indice de cardiomiopatia dos
animais C57BL/10, mdx-sal, mdx-sur. (*) diferenga significativa quando comparado aos
animais C57BL/10 (p<0,05; ANOVA). (**) diferenga significativa quando comparado aos
animais mdx-sal (p<0,05; ANOVA).
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Figura 11: Razdo R:S expressa como amplitude da onda S em relacio a onda R. (¥)
diferenga significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p<0,05; ANOVA).
(**) diferenca significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal (p<0,05;

ANOVA).

4.3 Determinacdo de creatina cinase (CK) total no plasma sanguineo

A andlise da CK revelou que os animais distréficos apresentam niveis elevados
quando comparados aos animais controle. A suramina reduziu significativamente os niveis

plasmaticos de CK, aproximando-se dos valores controles (Figura 12).
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Figura 12: Niveis plasmdticos da enzima creatina cinase (U/L) dos camundongos
C57BL/10, mdx-sal e mdx-sur. (*) diferenca significativa quando comparado aos
camundongos CS57BL/10 (p<0,05; ANOVA). (**) diferenca significativa quando
comparado aos camundongos mdx-sal (p<0,05; ANOVA).

4.4 Anadlise Histolégica

4.4.1 Miisculo cardiaco

A andlise qualitativa do miusculo cardiaco de animais distréficos idosos mostrou
areas de fibrose, inflamacao e degeneragao (Figura 13).

Na andlise quantitativa, a suramina reduziu em 54% a area de fibrose no misculo
cardiaco em relacdo a sua drea total, 60% no ventriculo esquerdo (VE), 49% no septo
interventricular (SI) e 33% no ventriculo direito (VD) quando analisados de maneira
isolada (Figura 14). Verificamos uma reducdo de 40% na inflamag¢do em relacdo a area
total do coracdo, de 63% no VE , 44% no SI e 57% no VD (Figura 15). Observamos ainda

uma redugdo de 95% das fibras marcadas com AE em relacdo a drea total, 87,5% no VE,

34% no Sl e 72% no VD (Figura 16).
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Figura 13: Tricromio de Masson mostrando dreas de fibrose (verde) no coracdo de
camundongos C57BL/10 (A), mdx-sal (B) e mdx-sur (C). Hematoxilina & eosina
mostrando areas de inflamacdo (*) respectivamente em mdx-sal (E) e mdx-sur (F). Fibras
marcadas com Azul de Evans no septo interventricular (SI) de camundongos C57BL/10
(G), ventriculo direito (VD) de mdx-sal (H) e ventriculo esquerdo (VE) de mdx-sur (I).
Escala: 100pum.
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Figura 14: Porcentagem da 4rea de fibrose em relagdo a drea total (AT) do coragdo, a drea

AT

do ventriculo esquerdo (VE), do septo interventricular (SI) e do ventriculo direito (VD). (¥)
diferenca significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p<0,05; ANOVA).
(**) diferenca significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal (p<0,05;

ANOVA).
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Figura 15: Porcentagem da drea de inflamac¢do mensurada em relacdo a area total (AT) do

coragdo, drea do ventriculo esquerdo (VE), do septo interventricular (SI) e do ventriculo
direito (VD). (*¥*) diferenca 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 relacdo a érea total (AT) do
musculo cardiaco, ventriculo esquerdo (VE), septo interventricular (SI) e ventriculo direito
(VD). (*) diferenca significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p<0,05;
ANOVA). (**) diferenca significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal

(p<0,05; ANOVA).

4.4.2 Diafragma

No musculo diafragma de camundongos distréficos (mdx-sal) foram observadas
extensas dreas de fibrose, fibras completamente regeneradas com nucleo central e fibras em
degeneracao evidenciadas pelo Azul de Evans (Figura 17).

O tratamento com suramina diminuiu em 7,39% a area de fibrose (Figura 18) e 54%
a de inflamacdo (Figura 19). Observamos aumento de 8,6% no numero de fibras com
nicleo periférico (Figura 20), redu¢do de 6,2% no nimero de fibras com nicleo central
(Figura 20) e 88% nas fibras marcadas com AE (Figura 21). As dreas de regeneracdo

diminuiram em 62,3% (Figura 21).
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Figura 17: Tricromio de Masson mostrando dreas de fibrose (verde) no diafragma de
camundongos C57BL/10 (A), mdx-sal (B) e mdx-sur (C). Hematoxilina & eosina
mostrando fibras com nucleo central (—) e fibras com nicleo periférico ()
respectivamente em mdx-sal (E) e mdx-sur (F). Fibras marcadas com Azul de Evans nos

camundongos mdx-sal (H) e mdx-sur (I). Escala: 100um.
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Figura 18: Porcentagem da adrea de fibrose mensurada no musculo diafragma (*) diferencga
significativa quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p<0,05; ANOVA). (*%)

diferenca significativa quando comparado aos camundongos mdx-sal (p<0,05; ANOVA).
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Figura 19: Porcentagem da drea de inflamacdo mensurada no musculo diafragma. (**)

diferenga significativa quando comparado aos animais mdx-sal (p<0,05; test t de Student).
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Figura 20: Porcentagem de fibras com ntcleo periférico (NP) e fibras com nicleo central
(NC) no musculo diafragma dos animais mdx-sal e mdx-sur. (**) diferenca significativa

quando comparado aos animais mdx-sal (p<0,05; test t de Student).
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Figura 21: Porcentagem da drea de regeneracdo (Reg) e de fibras marcadas com Azul de
Evans (AE) mensurada no musculo diafragma. (**) diferenca significativa quando

comparado aos animais mdx-sal (p<0,05; test t de Student).
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4.5 Western blotting

Os niveis de TGF-f1 estavam aumentados nos musculos diafragma e cardiaco do
animal distréfico controle comparado aos valores do animal normal (C57BL/10; Figura
22). A suramina elevou o TGF- B1 no diafragma. No corac¢do, a suramina ndo alterou os

niveis de TGF-B1 (Figura 22).
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Figura 22: Andlise do TGF-B1 através de Western Blotting no musculo diafragma (Dia) e
coragdo (Cor) nos animais C57BL/10, mdx-sal e mdx-sur. (*) diferenca significativa quando
comparado aos camundongos C57BL/10 (p<0,05; ANOVA). (**) diferenca significativa
quando comparado aos camundongos mdx-sal (p<0,05; ANOVA).
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4.6 Determinacdo semiquantitativa dos niveis de corpos cetonicos e proteinas na urina

O exame de urina com fita fotométrica mostrou que o contetido total de proteinas
foi igual em todos os grupos (C57BL/10, mdx-sal e mdx sur; 0.3g/L) no inicio e ao término
do protocolo experimental e que a maioria dos animais, de todos os grupos, ndo apresentou

niveis elevados de corpos cetonicos.
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeito da suramina na funcdo muscular esquelética e na fungao cardiaca de animais

distréficos

O grau de envolvimento do coracdo e a extensdo das alteragdes nos miusculos
esqueléticos tém sido considerados importantes fatores para o prognodstico clinico de
pacientes com DMD (Gulati et al., 2005). A cardiomiopatia e a faléncia cardiaca resultante
sdo fatores determinantes para a morbidade e para a mortalidade na Distrofia Muscular de
Duchenne. A prevaléncia da disfuncio cardiaca 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 faléncia cardiaca (Quinlan et al., 2004; Chamberlain et al., 2007,
Bostick et al., 2008; Spurney et al., 2008). Durante os cinco primeiros meses de idade,
pequenas areas de fibrose sdo encontradas nos musculos esqueléticos dos membros
posteriores do camundongo mdx. Em contraste, o aumento da formacdo de tecido
conjuntivo pode ser detectado nos musculos esquelético e cardiaco de mdx idosos, tal como
observado nos achados histopatoldgicos de pacientes com DMD (Quinlan et al., 2004).

A DMD ¢ uma patologia degenerativa que afeta o musculo esquelético e cardiaco
para a qual ainda ndo ha nenhuma terapia eficaz (Bish et al., 2011). A terapia anti-fibrética
através da suramina foi proposta por ter um potencial terapéutico na distrofinopatia com
base em recentes dados que mostraram a atenuagdo da doengca no musculo estriado
esquelético em camundongos mdx idosos (7 meses) (Tanigut et al., 2011). No entanto a
funcdo cardiaca em estdgios mais tardios da patologia ndo foi avaliada nesse estudo.

Uma vez que a cardiomiopatia € a principal causa de morte nesses pacientes, é
relevante avaliar o efeito de um tratamento direcionado aos musculos esquelético e

cardiaco.
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Considerando-se a fun¢do muscular esquelética, observamos que os animais
distréficos apresentaram reduc¢do de 8,7% da for¢a muscular ao término do protocolo
experimental. O envelhecimento pode ter efeito direto na estrutura e funcdo muscular
predispondo a atrofia, diminuicdo do ndmero de fibras, fadiga e fraqueza o que
consequentemente torna o musculo susceptivel a lesdo (Lynch et al., 2000; Mouisel et al.,
2009). No presente trabalho, verificamos que o animal C57BL/10 néo apresentou perda da
forca ao longo do tempo, sugerindo que o envelhecimento ndo afetou a for¢ca muscular, pelo
menos nesse periodo. Assim, a perda de forca observada no mdx-sal pode ser decorrente da
presenca de fibrose, que estd significativamente aumentada nesses animais, tal como
observado anteriormente em nosso laboratorio (Taniguti et al., 2011).

Com a suramina, a performance muscular dos camundongos foi quase que
totalmente revertida a niveis 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 for¢a muscular em animais distréficos mais velhos (11 meses de idade). Tal como
sugerido anteriormente, a suramina, ao reduzir a fibrose dos musculos esqueléticos,
melhorou a fun¢@o muscular.

Quanto a funcdo muscular cardiaca, os achados eletrocardiograficos revelaram
ondas R polifasicas, que podem ser indicativo de bloqueio atipico do ramo direito do
sistema de conducao, registro também encontrado em criangas distréficas (Slucka, 1968). A
diminui¢do da razdo R:S pode ser atribuida ao compromotimento da passagem do sinal
elétrico causado por danos a parede ventricular esquerda (Perloff et al., 1967). Observamos
ainda diminui¢do do intervalo PR nestes animais indicativo de aceleracdo na conducdo do
sinal elétrico através do noé atrioventricular (Bostick et al., 2008), aprofundamento da onda
Q e prolongamento do intervalo QRS, QT e QTc nos animais distréficos e aumento do
indice de cardiomiopatia. Esses achados estdo de acordo com os observados em pacientes
distroficos (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 alteracdes eletrocardiograficas sdao indicativas de
cardiomiopatia e que a presenca de tecido fibrético contribui para o surgimento dessas
mudancgas 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 razdo R:S e o
indice de cardiomiopatia. Atribuimos a melhora funcional desses parametros a diminui¢do
da fibrose intersticial, visto que esta leva a anormalidades elétricas e funcionais no coracao
uma vez que cardiomidcitos remanescentes envoltos em tecido conjuntivo tém suas
conexoOes intercelulares e a capacidade de conduzir sinais comprometida (Wehling-
Henricks et al., 2005).

Os intervalos QRS, QT, QTc e a frequéncia cardiaca ndo apresentaram melhora
significativa com o tratamento. Isso provavelmente é devido a suramina ndo impedir
totalmente a formacao de fibrose.

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

sinais clinicos da cardiomiopatia na DMD, mas ndo impede seu desenvolvimento.

5.2 Efeito da suramina nas caracteristicas histopatologicas do miisculo estriado

esquelético e cardiaco e nos niveis de TGF-f1

Inibidores da enzima conversora da angiotensina, bem como os bloqueadores do
receptor da angiotensina, t€ém 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 funcdo cardiaca, ndo melhoram a fibrose e
podem ndo afetar a distrofia dos musculos estriados esqueléticos. Estudos prévios em
camundongos distréficos com 2 anos de idade revelaram que drogas bloqueadoras do
receptor de angiotensina, como o losartan, preservaram a fun¢ao cardiaca, mas ndo a fungdo
esquelética (Bish et al., 2011). Entretanto, a fibrose cardiaca e esquelética nao foi
modificada pelo losartan, provavelmente devido a participacao de outras vias, que ndo a da

angiotensina (Bish et al., 2011).
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O efeito protetor em ambos os musculos cardiaco e esquelético foi recentemente
demonstrado apds tratamento precoce com os agentes anti-fibréticos lisinopril e
espironolactona em animais mdx; utrn™". A melhora da funcdo cardiaca e do diafragma ¢é
atribuida ao fato de o tratamento ter sido iniciado precocemente, ou seja, antes da disfungao
cardiaca tornar-se evidente (Rafael-Fortney et al., 2011).

Estudos prévios relatam areas de fibrose em maior extensao no ventriculo esquerdo,
preferencialmente na parede postero-basal (Slucka, 1968; Wehling-Henricks et al., 2005;
Spurney et al., 2008). Entretanto, nossos achados revelam maior acometimento do
ventriculo direito. Outro estudo sugere um envolvimento aproximadamente igual de ambos
os ventriculos (Quilan et al., 2004). Acreditamos que o ventriculo direito tenha sido mais
acometido pela fibrose possivelmente por complicacdes de nivel respiratério, comuns em
camundongos distréficos a partir do sexto més de vida, nos quais a disfun¢do ventricular
direita precede a disfungdo ventricular esquerda, respectivamente aos 8° e 11-12° meses de
vida do animal (Crisp et al., 2011).

Verificamos que o coracdo de animais C57BL/10 mostra nenhuma ou minima
infiltracdo do corante Azul de Evans, enquanto o coracdo de animais distréficos apresenta
fibras com marcacdo positiva, indicativo de danos a membrana celular. Estudo
crononoldgico da cardiomiopatia em animais distréficos demonstra resultados semelhantes
em animais de idade proxima ao do presente estudo (Van Erp et al., 2010).

Além disso, observamos niveis aumentados de CK nos animais distréficos em
comparacdo 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 areas em degeneracdo e melhorar os niveis 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 a sua agdo antagonista nos receptores purinérgicos, que estdo envolvidos na
mionecrose (Iwata et al., 2007).

As andlises de H&E revelaram a presenca de infiltrados inflamatérios no coracao de
animais distréficos. A suramina foi eficaz em reduzir o processo inflamatdrio,

demonstrando assim sua possivel acdo também na cascata inflamatdria, possivelmente pela
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inibicdo do TNF-a com seus receptores, levando a diminui¢do de sua atividade bioldgica
(Mancini et al., 1999).

A suramina reduziu significativamente a fibrose cardiaca e no diafragma,
comprovando a agdo anti-fibrética da droga também em estigios mais avancados da
distrofinopatia. Esta acdo da suramina pode ser devida ao bloqueio dos receptores para o
TGF-B1 e consequentemente da sinalizacdo intracelular para sintese de coldgeno (Dijke &
Hill, 2004).

Verificamos ainda reduc¢do das dreas em regeneracdo e aumento no ndmero de
fibras com nucleo periférico no mudsculo diafragma o que pode ser devido a capacidade da
droga em inibir o efeito da miostatina na diferenciacdo miogénica (Nozaki et al., 2008).

Nos animais distréficos, os niveis de TGF-f1 estavam aumentados nos musculos
cardiaco 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
niveis de TGF-B1 no misculo diafragma, embora a fibrose tenha sido reduzida.

No mdsculo cardiaco, a suramina ndo alterou os niveis de TGF-1 provavelmente
por ndo interferir na sua producdo, apenas inibindo a ligacdo com seu receptor (L.a Rocca et
al., 1990; Taniguti et al., 2011). Além disso, os miusculos distréficos respondem
diferentemente a sinalizacdo do TGF-f1, talvez devido a ativagdo especifica 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 275uM, por um
periodo de varias semanas, pode levar a toxicidade (Lam et al., 2010). Seus principais
efeitos toxicos incluem proteindria, insuficiéncia adrenal, danos a cdrnea, coagulopatia,
polineuropatia e trombocitopenia, geralmente descritos em pacientes que estdo em
tratamento para algum tipo de cancer (Garcia-Schiirmann et al., 199 e McGeary et al.,

2008).
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Mais recentemente, estudos clinicos com baixas doses (10-20uM) de suramina
evidenciaram sua acdo anti-tumoral, ndo 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 nao-téxica por Lam et al., 2010. De fato, a suramina nao aumentou a
proteinuria, bem como a presenga de corpos cetonicos.

Adicionalmente, verificamos que os animais tratados apresentaram reducao de 10%
da massa corporal em comparagdo aos animais que nao receberam tratamento. Isso pode ser
devido ao fato da droga diminuir a ingestdo de racdo, como observado em experimentos
com animais modelos de ldpus eritematoso sistémico tratados com suramina (Ballock &
Sakic, 2008). Entretanto, ndo mensuramos o consumo de ragcdao pelos animais e a
diminui¢do do peso ndo foi significativamente diferente em relagdo aos animais C57BL/10.

Assim, aparentemente, a suramina, na dose e tempo aqui empregados, nao provocou
efeitos colaterais significativos no camundongo mdx. Entretanto, € importante ressaltar que
a transposi¢do de doses de modelos animais para pacientes humanos deve ser feita com

cuidado, sendo necesséario estudos clinicos para determinacdo de doses adequadas.



40

6 CONCLUSAO

Concluimos que o agente anti-fibrético suramina exerceu efeito positivo na
distrofinopatia do camundongo mdx idoso, atenuando os sinais da cardiomiopatia e
melhorando a histopatologia do musculo diafragma.

Sugerimos que a suramina possa ser uma droga potencialmente util para a terapia
farmacoldgica das distrofinopatias, bem como auxiliar nas terapias genéticas e celulares, ao
diminuir a formacdo de fibrose e promover a manutencdo de fibras musculares integras,
alvo destas terapias. Embora ndo tenha impedido o desenvolvimento da cardiomiopatia, a
droga pode promover melhor qualidade de vida em estdgios tardios da doenca,

minimizando os sinais da insuficiéncia cardiaca e respiratdria.
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