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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia progressiva causada pela
auséncia da proteina distrofina e necrose muscular progressiva. No camundongo mdx, modelo da
DMD, a resposta inflamatéria € exacerbada e populagdes distintas de macréfagos, M1 e M2,
influenciam a degeneragdo e regeneracdo muscular, respectivamente, regulando a progressao da
doenca. Anti-inflamatérios esterdides sdo utilizados para a terapia farmacoldégica da DMD.
Contudo, os efeitos colaterais decorrentes do seu uso continuo estimulam o desenvolvimento de
novas terapias farmacoldgicas para esta doenga. No presente trabalho, verificamos os efeitos do
acido eicosapentaendico (EPA) sobre os macréfagos M1 e M2 nos musculos biceps braquial
(BB), diafragma (DIA) e quadriceps femoral (QDR) do camundongo mdx. Camundongos mdx
(14 dias de vida pds-natal) receberam 300mg/Kg de EPA diluido em 6leo mineral, via gavagem,
diariamente, por 16 dias. Camundongos mdx ndo tratados e camundongos C57BL/10 néo tratados
receberam 6leo mineral via gavagem, pelo mesmo periodo. Verificamos que o EPA diminuiu a
mionecrose (reducdo da CK no plasma) e aumentou o nimero de fibras com nicleo periférico,
principalmente no BB e DIA. Em todos os musculos estudados, o tratamento com EPA diminuiu
significativamente a drea total de inflamacdo. Nos musculos BB e DIA, o tratamento com EPA
aumentou a drea de macréfagos M2. No QDR, observou-se predominancia de regeneracdo
muscular apés o EPA, evidenciada por extensas dreas contendo fibras com ntcleo central, em
diferentes estdgios de regeneracdo. Estes resultados sugerem que o EPA altera o balanco entre os
macréfagos M1 e M2, promovendo diminui¢io de macréfagos M1, citotdxicos, o que pode

contribuir para a protecao contra a mionecrose dos musculos distréficos.
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ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a progressive myopathy characterized by the
absence of dystrophin and progressive muscle necrosis. In the mdx mice model of DMD, the
inflammatory response is exacerbated and distinct macrophage populations, M1 and M2,
influence muscle degeneration and regeneration, respectively, regulating the progression of the
disease. Antiinflammatory steroids are the choice pharmacological therapy for DMD. However,
their side effects stimulate the development of new drug therapies for this disease. In the present
study, we observed the effects of eicosapentaenoic acid (EPA) on M1 and M2 macrophages in
the biceps brachii (BB), diaphragm (DIA) and quadriceps (QDR) muscles of the mdx mice. Mdx
mice (14 days old) received 300mg/kg of EPA diluted in mineral oil by gavage, daily, for 16
days. Untreated mdx and C57BL/10 mice received mineral oil by gavage for the same period. We
observed that EPA decreased myonecrosis (reduced plasma CK) and increased the number of
fibers with peripheral nuclei, mainly in the BB and DIA. In all muscles, treatment with EPA
significantly decreased the total area of inflammation. In DIA and BB muscles, treatment with
EPA increased the area of M2 macrophage. In the QDR, there was a predominance of muscle
regeneration after EPA, with extensive areas containing fibers with central nuclei at different
stages of regeneration. These results suggest that EPA affects the balance of M1 and M2
macrophages in dystrophic muscles, with a trend towards a decrease in the cytotoxic M1
phenotype, which may contribute to the protection against myonecrosis in the dystrophic

muscles.
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1. INTRODUCAO

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

As distrofias musculares sdo doencas genéticas de cardter degenerativo e progressivo
sendo o termo “distrofinopatia” utilizado para designar este grupo de doencas. Na Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD), a mais grave e frequente dentre todas as distrofinopatias, ocorre
auséncia ou expressdo da forma ndo funcional de distrofina (ENGEL et al, 1994; FAIRCLOUGH
et al, 2011).

A DMD, descrita em 1861, é uma doenca ligada ao cromossomo X que acomete 1 em
cada 3.500 meninos nascidos vivos (SWASH & SCHWARTZ, 1998; BIGGAR, 2000). E herdada
pelos individuos do sexo masculino, sendo que somente 30% dos casos originam-se de mutacdo
ndo herdadas (TINSLEY et al, 1994; BOBO et al.,, 2009). A anormalidade genética da DMD
estd associada ao tamanho e complexidade do gene da distrofina, que proporciona uma elevacao
na frequéncia de mutacdes de ponto, delecdes ou duplicagdes (TINSLEY et al., 1994). Isso
resulta na leitura errada e/ou parada prematura da transcricdo gé€nica e codificacdo anormal da
distrofina, tornando-a instivel e facilmente degradada por proteases enddgenas (SEIXAS et al.,
1997). A ndo expressdo da distrofina resulta na auséncia desta proteina nos musculos
esqueléticos, lisos, cardiaco (ENGEL ef al., 1994) e também em células da glia ocasionando
disfuncdo cognitiva (HOFFMAN et al., 1987).

A andlise histolégica dos musculos esqueléticos de portadores da DMD revela fibras em
degeneracao e presenca de infiltrado inflamatério com macréfagos e linfécitos. Pequenas fibras
imaturas de nucleo central também sdo observadas, refletindo a regeneracdo muscular pelas

células satélites (McDOUALL et al., 1990; SCHMALBRUCH, 2006). A regeneracdo muscular



na DMD produz fibras musculares sem distrofina, propensas a degeneracdo. Com a progressao da
doenga, a capacidade de regeneracdo pelas células satélites diminui e as fibras musculares sdo
substituidas por tecido cicatricial fibroadiposo (ENGEL et al, 1994; SEIXAS et al, 1997,
GROUNDS et al., 2004; HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005;), sem funcdo contritil, o que
justifica a perda da funcdo muscular observada nesses pacientes.

Os primeiros sinais clinicos da DMD sd@o evidentes no inicio da infancia, entre dois e
cinco anos de idade, em que a fraqueza muscular promove quedas frequentes, dificuldades em
correr, subir escadas e em levantar-se do chdo da posi¢ao de decubito para a bipede. No inicio da
segunda década de vida, a fraqueza muscular nos pacientes com DMD ocasiona a incapacidade
de deambular, tornando-os dependentes de cadeira de rodas (CHAKKALAKAL et al., 2005).

A resposta inflamatéria, que € exacerbada nos musculos distroficos, contribui
substancialmente para a patologia da doenga (WEHLING et al., 2001; PORTER et al., 2003;
HODGETTS et al., 2006). A liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e interleucina 18 (IL-1B), pelas células do sistema
imunolégico e pelas proprias miofibrilas lesadas, contribui para intensificar a necrose nos
musculos distréficos (CHEN et al., 2000).

Embora recursos terapéuticos melhorem a qualidade de vida dos portadores da DMD, na
maioria dos casos o 6bito ocorre ao fim da segunda década de vida por faléncia cardiorespiratoria
(ENGEL et al., 1994; BOGDANOVICH et al., 2004). As terapias farmacoldgicas para a DMD
tém como objetivo principal retardar a evolugdo da doenga, diminuindo o acometimento muscular
e minimizando os prejuizos funcionais decorrentes desta distrofinopatia (PORTER et al., 2002).

Corticosteroides, tais como a prednisona e o deflazacort, sdo amplamente utilizados na

terapia da DMD. Embora promovam resultados positivos, o uso prolongado provoca efeitos



colaterais prejudiciais ao organismo, tais como ganho de peso, perda de massa Ossea,
imunosupressdo, involucdo da glandula adrenal, retardo da puberdade e edema (MANZUR et al.,
2008). Assim, estudos com farmacos que ndo apresentem os efeitos colaterais indesejaveis dos
corticosteroides, bem como o desenvolvimento de terapias génicas e celulares, veem sendo
amplamente realizados, porém os resultados ainda sdo insatisfatérios ou estdo em fase pré-clinica

(CARRET-PIERRAT et al, 2011; GOYENVALLE et al., 2011).

1.2 Distrofina e o Complexo Distrofina-Glicoproteinas (CDG)

A distrofina é um membro das proteinas spectrinas, com peso molecular de 427kDa
(HOFFMAN et al., 1987), que conecta a F-actina a laminina, componente da matriz extracelular
(ERVASTI & CAMPBELL, 1993). A distrofina ndo € expressa em individuos afetados pela
DMD e em camundongos mdx, modelo experimental da DMD. Em musculos esqueléticos
normais localiza-se na superficie citoplasmatica do sarcolema e se associa com glicoproteinas
formando o complexo distrofina-glicoproteinas (CDG) (HOFFMAN et al., 1987).

Além da distrofina, fazem parte do CDG (Figura 1) as distroglicanas, as sintrofinas, as
sarcoglicanas e as distrobevinas (RANDO, 2001; BIGGAR et al., 2002; LAPIDOS et al., 2007,
MARQUES, 2004). Admite-se que o CDG atue como estabilizador mecanico do sarcolema

durante a contracao muscular (PETROF ez al., 2002).
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Figura 1. Organizacdo molecular do complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema, incluindo os
componentes integrais do complexo (distrofina, complexo distroglicano, complexo sarcoglicano, o-
distrobrevina e sintrofinas), a ligacdo com a matriz extracelular (laminina), parte da ligacdo intracelular (F-
actina) e molécula de sinalizag@o ligada ao complexo (sintase de oxido nitrico neuronal — nNOS). Laboratério
de Biologia Estrutural do Sistema Neuromuscular, 2012.

As moléculas de sinalizagdo associadas ao CDG incluem a calmodulina, o receptor-
ligante 2 do fator de crescimento (growth factor receptor-bound 2 — Grb2), que participa das vias
de transducdo de sinais e estd conectado a (3-distroglicana e a 6xido nitrico sintase (nitric oxide
synthase - NOS). A NOS interage com varios componentes do complexo, principalmente com a
sintrofina, leva a producao de 6xido nitrico (NO), o qual modula vias de sinalizacdo intracelular e

provoca injuria muscular (RANDO, 2001; MARQUES, 2004).



A o-distroglicana encontra-se no espaco extracelular, onde se liga a laminina-2 da lamina
basal e a B-distroglicana, que ¢ uma proteina transmembrana. A B-distroglicana serve de ligagcdo
entre a a-distroglicana e a distrofina (WATCHKO & HOFFMAN, 2002).

As sarcoglicanas do miusculo esquelético se ligam a a-distroglicana (OZAWA et al,
2005) e sdao compostas por quatro subunidades de proteinas transmembrana: a, P, y € 0-
sarcoglicanas, que interagem e funcionam como uma proteina Unica.

As sintrofinas sdo proteinas intracelulares que, nas células musculares, existem sob a
forma das subunidades al e B1. Ambas se ligam a distrofina (STRAUB & CAMPBELL, 1997;
JONES et al., 2003). A al-sintrofina liga-se também a enzima 6xido nitrico sintase neuronal
(neuronal nitric oxide synthase - nNOS).

A nNOS corresponde a isoforma da 6xido nitrico sintase (nitric oxide synthase - NOS)
encontrada em maior quantidade no musculo esquelético, embora pequenas quantidades das
isoformas endotelial (endothelial nitric oxide synthase - eNOS) e induzivel (inducible nitric oxide
synthase - iINOS) também sejam encontradas. Nas fibras musculares, a nNOS ¢é encontrada
proximo ao sarcolema, ligada a al-sintrofina e livre no citosol (STRAUB & CAMPBELL, 1997;
JONES et al., 2003)..

A distrobrevina é uma proteina intracelular que se liga a distrofina. Esta proteina interage
com a nNOS e com os canais de cdlcio voltagem-depedentes (DURBEEJ & CAMPBELL, 2002).

A distrofina, que tem a forma de um dimero antiparalelo, liga-se a a-actina e interage com
a o2-laminina e o-distroglicana via B-distroglicana (ENGEL et al., 1994). Direta ou
indiretamente, a distrofina liga-se também com glicoproteinas da membrana, como as
sarcoglicanas (alfa, beta e gama-SG), distroglicana (beta-DG) e sintrofinas (SPENCER &

MELLGREN, 2002; BOGDANOVICH et al., 2004).



Na auséncia da distrofina, o CDG ¢é desorganizado tornando as fibras musculares sujeitas
a lesdes do sarcolema, principalmente durante os ciclos de contracdo e relaxamento, permitindo o
influxo elevado de ions calcio, resultando em mionecrose (GROUDS et al., 2005). Outros
mecanismos podem estar relacionados a mionecrose, tais como a sinalizac@o celular alterada do
6xido nitrico que € liberado em niveis citotéxicos ocasionando degenera¢do muscular (RANDO,
2001), aumento do estresse oxidativo e participacdo de fatores inflamatérios liberados por
neutréfilos, macréfagos e citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a; para revisao

ver Whitehead, 2006).

1.3 Camundongo mdx

O camundongo C57BL/10-Dmd™® (murine dystrophin X-linked - mdx) foi descoberto ao
acaso em 1984 (BULFIELD et al., 1984), durante a realizacdo de estudos sobre alteracdes nos
glébulos vermelhos em uma linhagem mutante de camundongos C57BL/10-ScSn. Estes animais
apresentam elevado nivel plasmatico de creatina quinase (CK), sugerindo degeneracao muscular
(HOFFMAN et al., 1987), bem como alteracdo genética na sequéncia de nucleotideos da banda
Hq Bpa do cromossomo X, correspondente ao locus p21.2 do cromossomo X humano, o que
resulta em auséncia da distrofina nos musculos esquelético, cardiaco e liso (BULFIELD et al.,
1984; KHURANA & DAVIES, 2003). Nestes camundongos, a andlise histolégica de musculos
esqueléticos revelou a existéncia de degeneracdo e regeneracdo muscular semelhantes ao que
ocorre em portadores da DMD (BULFIELD et al., 1984), tornando-o um valioso modelo para
estudos desta distrofinopatia.

Outros modelos animais, tais como os cdes GRMD (golden retriever muscular dystrophy)

e CXMD (beagle canine-based X-linked muscular dystroph), o felino HEMD (hypertrophic feline



muscular dystrophy) e o peixe-zebra (zebrafish) também nao expressam a distrofina e sao
utilizados para o estudo dos mecanismos fisiopatoldgicos e terapéuticos da DMD (MULLER et
al., 2001; SASAOKA et al., 2003; NAKAMURA & TAKEDA, 2011). Porém, o camundongo
mdx é o modelo experimental mais utilizado devido a maior disponibilidade e ao baixo custo de
producdo e manutencdo (TANABE et al., 1986; HAMER et al., 2002; SASAOKA et al., 2003).

Nos camundongos mdx, diferentemente dos pacientes com DMD, ambos os sexos sdo
afetados e ha ciclos sucessivos de degeneracdo ao longo da vida, que sdo compensados por
regeneracdo muscular eficaz (LI et al, 2009). Embora esses animais apresentem intenso
infiltrado inflamatorio nas dreas de mionecrose, nao desenvolvem fibrose intensa e depdsito de
tecido adiposo na maioria dos musculos esqueléticos, fatos observados na DMD (LI et al., 2009;
PASTERNAK et al., 1995).

No mdx, a degeneracdo das fibras musculares se inicia por volta dos 20 dias de vida poés-
natal, seguida por regeneracdo muscular. Por volta dos 30 dias, os miusculos esqueléticos
apresentam-se com até 60% das fibras com nucleo periférico (MARQUES et al., 2008). Entre 60
e 90 dias, mais de 50% das fibras musculares encontra-se em processo de regeneragdo, com
nucleo central. Com 120 dias de idade, a incidéncia de fibras necroticas € reduzida (TANABE et
al., 1986), estando praticamente todas as fibras musculares com nicleo central, indicativo de
regeneracdo (TANABE et al, 1986; PASTORET & SEBILLE, 1995; BRIGUET et al., 2004).
Aos 6 meses de idade, alguns musculos esqueléticos estdo quase completamente regenerados,
com cerca de 80-90% de fibras com nucleo central, restando poucas dreas em degeneracdo
(PASTORET & SEBILLE, 1995). Com 9 meses observa-se completa regeneracao muscular, com
fibras de diametro heterogéneo e depdsito de tecido fibroso no perimisio (BRIGUET et al.,

2004). Com 20 meses de vida, a capacidade de regeneracdo muscular decresce devido a



diminui¢do gradual da quantidade e da capacidade de proliferacdo das células satélites (LUZ et
al., 2002). Os animais comecam a apresentar caracteristicas patoldgicas semelhantes as
observadas em humanos, com fraqueza motora progressiva e perda de fibras musculares, que sio
substituidas por tecido conjuntivo (LEFAUCHEUR et al., 1995).

Dependendo do miusculo estudado, observam-se diferengas na evoluc@o e na intensidade
das lesdes musculares (PASTORET & SEBILLE, 1995; RADLEY & GROUNDS, 2006;
MARQUES et al, 2008). O diafragma sofre intensa degeneracdo e apresenta histopatologia
semelhante a dos pacientes distréficos (STEDMAN et al., 1991). Por outro lado, os musculos
intrinsecos da laringe ndo apresentam mionecrose, sendo protegidos da falta da distrofina
(MARQUES et al., 2007a), tal como os misculos extraoculares (BAKER er al., 2006;
MARQUES et al., 2007b). O misculo cardiaco do mdx é afetado ao redor dos 7 meses de idade
(QUINLAN et al., 2004). Ja o musculo s6leo, quando comparado ao diafragma e gastrocnémio,
apresenta reduzida drea de inflamacdo (PORTER et al., 2004; BANI et al., 2008). No musculo
quadriceps observa-se pico inflamatério ao redor de 1 més de idade, demonstrado pela presenga
de macréfagos (VILLALTA et al., 2009). Desta forma, observa-se que os musculos esqueléticos
respondem diferentemente a auséncia da distrofina, o que pode ter correlagdo com o tipo de fibra,
com a idade do animal (BANI er al., 2008), com a variacdo no metabolismo de coldgeno, ao
apresentarem diferengas na expressao de TGF-f (GOSSELIN et al., 2007) e/ou com a intensidade
da resposta inflamatéria (WEHLING et al., 2001; PORTER et al., 2002; HODGETTS et al.,

2006).



1.4 Degeneracao Muscular

Virios fatores contribuem para a degeneracdo do musculo distréfico, dentre eles a
instabilidade mecénica do sarcolema (CHAKKALAKAL et al., 2005; ERVASTI, 2007) e a
alteracdo no funcionamento dos canais de calcio da membrana (WHITEHEAD et al., 2006). A
auséncia da distrofina favorece a instabilidade do sarcolema, com aumento das micro-rupturas
que ocorrem pela forca contritil do sarcomero durante os ciclos de contracdo e relaxamento
(GROUNDS et al., 2005). As rupturas na membrana plasmatica podem ser observadas pela perda
de conteddo intracelular da fibra muscular para o meio extracelular, como por exemplo, da
proteina creatina quinase (CK); (STRAUB et al., 1997; AMTHOR et al., 2004). Na auséncia da
distrofina, o funcionamento dos canais de célcio é alterado permitindo o influxo de fons célcio
descontroladamente e provocando sobrecarga das mitocOndrias, com consequente reducdo da
sintese de ATP, ativacdo de proteases enddgenas cdlcio-dependentes e ativacdo de fosfolipases
A, enzimas que digerem os fosfolipideos da membrana. Isto levaria a um aumento das dreas de
descontinuidade do sarcolema, permitindo a entrada de fons célcio para o meio intracelular
(WHITEHEAD et al., 2006) e consequente mionecrose.

Um fator que contribui de forma significativa para a progressdo da doenca é a resposta
inflamatdria, que é exacerbada nos musculos distréficos (WEHLING et al.,, 2001; PORTER et

al., 2002; HODGETTS et al., 2006).
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1.5. Resposta Inflamatéria

A resposta inflamatdria ocorre com a invasao das células imunes, macréfagos, linfocitos-
T citotéxicos, células-T helper e neutréfilos no tecido muscular lesado, logo apds a morte das
fibras musculares, com a finalidade de reparacao (PRISK & HUARD, 2003). A propor¢ao destes
diferentes tipos celulares parece influenciar significativamente na gravidade da doenga
(SPENCER et al.,, 1997; SPENCER et al., 2001; WEHLING et al., 2001; TIDBALL, 2005;
HODGETTS et al., 2006. VILLALTA et al., 2009).

Fibras musculares em degeneracdo liberam vdrias substincias, dentre as quais se
destacam as citocinas pré-inflamatdrias, proteases, fatores quimiotaticos e fatores de crescimento
(BONDESEN et al., 2007). As citocinas pré-inflamatdrias e os fatores quimiotaticos estimulam a
migracdo de células inflamatdrias, principalmente neutréfilos e macréfagos, para o local da lesdao
(TIDBALL, 2005). Os neutréfilos e macréfagos liberam proteases que degradam os fragmentos
celulares e os fagocitam. As proteases liberadas por estas células podem provocar danos ao tecido
muscular integro que circunda a lesdo e assim aumentar a drea lesada, gerando aumento da
resposta inflamatoria local (TIDBALL, 2005).

Recentemente, foi relatada a presenca de populacdes distintas de macréfagos, M1 e M2,
os quais influenciam respectivamente a degeneracdo e a regeneracdo da fibra muscular distréfica
(VILLALTA et al., 2009), ver Figura 2. Macrofagos M1 sdo citotoxicos, pro-inflamatérios e
participam da resposta imune Thl; macréfagos M2 promovem regeneracdo muscular,
participando da resposta imune Th2 (VILLALTA et al., 2009).

Os macréfagos M1 (Figura 2) sdo ativados pela via do Interferon-y (IFN-y) (LAGROTA-

CANDIDO et al., 2002) e provocam injdria muscular in vivo e in vitro pela producdo de oxido
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nitrico (NO) em niveis citotoxicos através da inducdo da sintese de NO (VILLALTA et al.,
2009). O NO pode aumentar o dano ao tecido (SHI et al., 2002).

Depois que os macréfagos M1 atingem seu pico de concentragdo, provocando dano e
degeneracdo muscular, eles passam a expressar outras proteinas que os caracterizam como
macréfagos tipo 2 (M2), que atenuam a resposta inflamatéria e promovem o reparo do tecido
(WEHLING-HENRICKS et al., 2010).

Os macréfagos M2 sdo fenotipicamente divididos em trés subcategorias, M2a, M2b e
MZ2c, que refletem especializacOes funcionais e moleculares. Os macréfagos M2a sdo ativados
por IL-4 e IL-13 e promovem o restabelecimento e reparacdo do tecido; os M2b sdo ativados por
complexos imunes ou pelo receptor Toll-like e os macréfagos M2c sdo ativados por IL-10. Os
macrofagos M2a e M2c (Figura 2) estdo presentes na regeneracdo muscular e expressam a
proteina CD206 (M2a e M2c) e a proteina CD163 (M2c); (VILLALTA et al., 2009).

As populagdes de macréfagos M1 e M2, por serem responsdveis, respectivamente, pela
injuria e reparo dos musculos esqueléticos, recebem ateng¢do nas pesquisas atuais, uma vez que a

propor¢ao destas células pode regular a progressao da DMD (VILLALTA et al., 2009).



Respostaimune Thl

Respostaimune Th2

IFNyR1
F4/80
NO
IL6 iNOS
TNFa
Degeneracao

IL4R

CD206

Regeneracao

Figura 2. Esquema das populagdes de macréfagos M1 (citotéxico) e M2 (reparador). Os
macréfagos M1 participam da resposta imune Thl e promovem a degenera¢do nos musculos
distréficos, enquanto que os macrofagos M2 participam da resposta imune Th2 responsavel
pela regeneracdo. IFNyR1: receptor de Interferon gama; NO: 6xido nitrico; IL6: interleucina 6;
TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL4R: receptor de interleucina 4; IL.10: interleucina 10;

IL10R: receptor de interleucina 10.

1.6.Regeneracao Muscular

12

O processo de regeneracdo envolve a formacgdo de novas fibras musculares, a miogénese. O inicio

da miogénese depende da ativagdo das células satélites, precursoras das células musculares,

indiferenciadas e mononucleadas localizadas entre o sarcolema e a membrana basal das fibras

musculares (BONDESEN et al., 2004; FOSCHINI et al., 2004; SCHMALBRUCH, 2006). Na

ativacdo das células satélites atuam, por exemplo, os macréfagos, que além de serem importantes

para a resposta inflamatdria, liberam fatores de crescimento e citocinas que estimulam a

proliferacdo e diferenciacdo destas células (SHEN et al., 2008). Na miogénese, além da ativacao
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das células satélites, ha a liberacdo de fatores reguladores (MyoD, Myf-5, miogenina e MRF4),
fatores de fusdo, diferenciacdo de mioblastos e de maturacdo do miotubo (MEGENEY &
RUDNICKI, 1995).

Apo6s a proliferacdo das células satélites, estas se diferenciam em células precursoras
miogénicas chamadas mioblastos. A maioria dos mioblastos apresenta diminui¢cdo da expressao
génica do Pax7 e aumento da expressdo da miogenina, originando os miotubos (SEALE et al.,
2004). Os miotubos, devido ao aumento da expressdo e da acdo da miogenina, se fundem e se
diferenciam, originando as miofibras multinucleadas (DAWHAN & RANDO, 2005; LE GRAND
& RUDNICKI, 2007). No processo de regeneracdo, a MyoD € necessdria para iniciar a
diferenciacdo das células satélites em mioblastos. A expressdo da miogenina marca o final da
proliferacdo dos mioblastos e promove a diferenciacdo do miotubo em fibra muscular madura
(LE GRAND & RUDNICKI, 2007). Apesar das células-tronco hematopoiéticas migrarem para
diferentes tecidos, existem evidéncias de que as células-tronco residentes sdo responsdveis pela
regeneracdo e reparo do tecido muscular (ANDERSON, 2006).

Nos camundongos mdx, os ciclos de degeneracdo/regeneracdo ocorrem durante grande
parte da vida do animal. Apenas os animais idosos demonstram perda funcional, que ocorre
devido a exaustdo das células satélites e consequentemente diminuicdo da capacidade
regenerativa do tecido muscular (PASTORET & SEBILLE, 1995; DECONINK & DAN, 2007).
Ja nos portadores da DMD, os ciclos de degeneragdo/regeneracdo ocorrem durante os primeiros
anos de vida até que, ainda no inicio da infancia, ocorre diminui¢do da capacidade de regeneracao
através das células satélites, tornando-as incapazes de compensar a degeneracdo. Nesta idade
aparecem os primeiros sinais de fraqueza muscular. Com o passar dos anos, os repetidos ciclos de

degeneracao/regeneracdo aos quais os musculos sdo submetidos provocam exaustido das células
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satélites e os musculos apresentam acimulo progressivo de tecido conjuntivo fibroadiposo

(ENGEL et al., 1994).

1.7. Acido Eicosapentaendico

Os é4cidos pesados poliinsaturados (PUFAs) apresentam duas familias principais: o
omega-6 e o 6mega-3 (CALDER, 2008). O dmega-6, mais especificamente os 4cidos linoléico e
linolénico, sdo dcidos pesados essenciais para a producdo do dcido araquidonico, o qual é
metabolizado e origina os eicosandides (prostaglandinas e prostaciclinas) que sdo mediadores e
reguladores da inflamacdo. Os &4cidos 6mega-3 mais comuns incluem o &cido alfa-linolénico,
adcido docosahexandico e o dcido eicosapentaendico (4cido  all-cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaendico). O 4cido eicosapentaendico (EPA) € um 4cido graxo de cadeia longa
encontrado em lipideos de peixes de dgua fria e na linhaca (LOPEZ-FERRER et al., 2001;
HARPER et al., 2006).

O consumo de 6mega-3 melhora o progndstico de vérias doencas inflamatdrias como a
arterioesclerose, lupus sistémico eritomatoso, psoriase e artrite reumatéide (STAMOPOULOS,
2002). A ingestao de fontes ricas em dcidos graxos n-3 poliinsaturados resulta na diminuicao de
acido araquiddonico na membrana plasmaética. O EPA, ao competir com o 4cido araquiddnico,
inibe a producdo dos eicosandides e, conseqiientemente, o processo inflamatério e promove
reducgdo ou inibi¢ao da producdo das citocinas pré-inflamatdrias, atuando, portanto, nas vias das
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (BABCOCK et al, 2000; BABCOCK et al.,
2002). Adicionalmente, o EPA parece inibir a translocag¢do do fator pré-inflamatério NF-kB do
citoplasma para o nucleo e, desta forma, reduzir a sintese de TNF-a (fator de necrose tumoral

alfa); (BABCOCK et al., 2000).
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O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria de 17kDa que atua na inflamacdo aguda e
cronica, na resposta antitumoral e na infecgdo. E produzida a partir da forma ndo-clivada do
TNF-a de 26kDa associada a membrana pela TNF-alpha-converting enzyme (TACE). A resposta
bioldgica para o TNF-a é mediada por dois tipos de receptores transmembrana: TNFR1 (p60, p55
e CD120a) e TNFR2 (p80, p 75 e CD120b). Quando o TNF-a de 17 kDa se liga ao receptor
TNFR1, pode levar a apoptose celular ou a ativagdo de NFkB presente no citoplasma, que por sua
vez se desloca para o nucleo da célula e ativa a transcricdo de genes pro-inflamatorios e de
proteinas pro-apoptoticas (PALLADINO et al., 2009).

Considerando que a resposta inflamatoria pode agravar o quadro da DMD; que o EPA
reduz ou inibe a producio de citocinas pré-inflamatodrias; e a necessidade do estabelecimento de
terapias farmacoldgicas alternativas para a DMD, devido aos efeitos colaterais significativos dos
anti-inflamatérios esteroides: neste estudo investigamos o potencial terapéutico do EPA sobre a
propor¢do dos macréfagos M1 e M2, que influenciam a degeneracao e regeneragdo, nos musculos

esqueléticos de camundongos mdx, modelo experimental mais utilizado para estudos da DMD.
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2. OBJETIVO

Verificar se o tratamento com o dcido eicosapentaendico (EPA), no estdgio inicial da
distrofinopatia, altera a propor¢do dos macréfagos M1 e M2, em diferentes musculos esqueléticos

distréficos (diafragma, biceps braquial e quadriceps femoral), do camundongo md.x.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas e machos das linhagens C57BL/10-ScCr/PasUnib
e C57BL/ 10—Dmdmdx/PasUnib, obtidos a partir do acasalamento de animais mantidos no Biotério
do Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia, UNICAMP. As matrizes sdo oriundas do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica (CEMIB), UNICAMP. Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos em caixas plésticas padrao em condi¢cdes ambientais
controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) com racao e dgua ad libitum. Apds o nascimento, 0s
filhotes permaneceram nas mesmas condi¢des citadas acima e em companhia da fémea até o 30°
dia de vida. Todos os experimentos foram realizados em acordo com as diretrizes para
experimentacio animal de nossa Institui¢io, sob o processo 2232-1 da Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA-IB-UNICAMP) e estd de acordo com os principios éticos adotados pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2 Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 10 camundongos C57BL/10-ScCr/PasUnib (grupo CTRL) e 20
camundongos mdx (C57BL/10-Dmd™/PasUnib) divididos em dois grupos experimentais, um
para o tratamento com 4cido eicosapentaenoico (mdx-EPA) e o outro como grupo controle

(mdx), ver Figura 3.
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Figura 3. Esquema da divisao dos grupos experimentais. CTRL: grupo de animais controle
tratados com Nujol; mdx: grupo dos animais mdx tradados com Nujol; mdx-EPA: grupo dos
animais mdx tratados com EPA.

Os camundongos do grupo mdx-EPA receberam 300 mg/Kg/dia de EPA (acido all-cis-
5,8,11,14,17-eicosapentaendico, 98.5% de EPA na composi¢do; densidade do 6leo 0.943g/ml,
Fluka/Sigma-Aldrich®), diluido em 6leo mineral (Nujol, petrolato liquido para uso via oral em
humanos, Mantecorp, SP, Brazil), via gavagem, por 16 dias, do 14° ao 30° dia de vida
(MATSUMOTO et al., 2009; MACHADO et al., 2011). Os grupos mdx controle (mdx, n=10) e
C57BL/10-ScCr/PasUnib (CTRL, n=10) receberam o mesmo volume de 6leo mineral (Nujol),
pela mesma via e periodo. Os animais foram pesados diariamente em balanga semi-analitica

(Marte® AS2000C) para que a dose da droga fosse ajustada ao peso do animal.
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3.3. Procedimento Cirtdrgico para Retirada dos Miisculos

Ao 31° dia de idade, os animais foram anestesiados (injecdo intraperitoneal) com
cloridrato de cetamina (130mg/kg, Francotar®; Virbac, Sdo Paulo, Brasil) 10% m/v e cloridrato
de xilazina (6,8 mg/kg, Virbaxyl®; Virbac, Sdo Paulo, Brasil) 2% m/v (1:1, 0,1 ml/10g de
camundongo) para que os musculos diafragma (DIA), biceps braquial (BB) e quadriceps femoral
(QDR) fossem retirados.

A escolha dos musculos estudados levou em consideracdo diferencas quanto a evolucao
da doenca e quanto a intensidade das lesdes musculares entre os musculos da pata e o diafragma,
sendo que este dltimo apresenta patologia severa e semelhante a observada em pacientes da DMD
(PASTORET & SEBILLE, 1995; GROUNDS er al, 2008; MARQUES et al., 2008;
MATSUMURA et al., 2009). O BB é moderadamente afetado quando comparado com o DIA
(GROUNDS et al., 2008); o QDR apresenta pico inflamatério ao redor de 1 més de idade
(VILLALTA et al., 2009) e, apesar de ser utilizado para coleta de biopsias em pacientes com
DMD, € pouco estudado no mdx.

Os musculos DIA, BB e QDR de dez animais de cada grupo (CTRL, mdx e mdx-EPA)
foram dissecados e fixados em suportes de madeira com tragacanth gum. Em seguida, foram
imersos em n-hexano (J.T. Baker) por 60 segundos e imediatamente colocados em nitrogénio
liquido a -159°C. Posteriormente, os musculos foram retirados do nitrogénio e mantidos a -80°C
no Biofreezer.

Os musculos (BB, DIA e QDR) de cada animal foram cortados transversalmente em
criostato (Microm-HS505E) a -25°C com 7um de espessura, para a andlise histopatolégica em

hematoxilina-eosina (HE) e para a imunomarcacao dos macréfagos.



20

3.4. Anadlise Histopatolégica

3.4.1. Imunomarcacio dos Macroéfagos

A marcacdo dos macréfagos M1 e M2 foi baseada no protocolo de Villalta et al (2009).
Os musculos coletados e armazenados no biofreezer a -80°C foram seccionados transversalmente
(7 um de espessura) no criostato (Microm — HS505E), fixados em acetona e bloqueados com
BSA 3% diluido em TBS-T (50mM de Tris-HCl e 150mM de NaCl. pH 7,4).

A populac¢do de macréfagos (M1 e M2) foi marcada pela incubagdo overnight a 4°C com
anticorpo F4/80 (Serotec, 1:200). Os macréfagos M1 foram identificados pela incubacdo
overnigth a 4°C com anticorpo mouse anti-iINOS (Sigma, 1:200) e os macréfagos M2 foram
identificados através do anticorpo mouse anti-CD206 (Serotec, 1:200). Os cortes foram lavados
com TBS-T e incubados com anticorpo secundério (1:200), respectivamente anti-rat conjugado
com rodamina (Vector Laboratories, 1:200) e anti-mouse conjugado a FITC por 1 hora, em
temperatura ambiente.

Ap6s a incubacdo com os anticorpos primarios e respectivos secundarios, os cortes foram
lavados em TBS-T (VILLALTA et al.,, 2009). As laminas foram montadas em DABCO,
fotografadas em microscopio invertido de fluorescéncia (Nikon, Eclipse TS100/TS100F) e em

microscopio Confocal (Zeiss, LSM 510, FCM-Unicamp).

- Quantifica¢ao dos macrofagos:
As imagens foram capturadas por uma video camera (Nikon® Express Series) acoplada a
um microscopio de fluorescéncia (Nikon® Eclipse), conectado a um microcomputador com o

software Image Pro-Express®. A quantificacdo foi realizada em duas etapas. Primeiramente, foi
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obtida a drea total de inflamagao (marcagao com F4/80). Posteriormente, foram obtidas as dreas
correspondentes a cada populagdo de macréfagos: M1 (marcacdo com iNOS) e M2 (marcacao

com CD206).

3.4.2. Hematoxilina e Eosina
Para a coloragdo com hematoxilina-eosina (HE), os musculos coletados e armazenados no
Biofreezer a -80°C foram seccionados transversalmente a 7 um de espessura no criostato (Microm
— HS505E). Os cortes congelados foram inicialmente lavados com etanol 70%. Apds esta etapa, as
laminas foram lavadas em dgua corrente por 10 minutos e, posteriormente, os cortes foram
corados com hematoxilina de Harris, lavados novamente em 4dgua corrente por 10 minutos e
corados com eosina. Em seguida, os cortes foram desidratados em séries de etanol e diafanizados

em xilol e as laminas montadas em Entellan (Sigma).

- Quantificacao das fibras com niicleos periféricos e centrais:

As laminas foram observadas em microscopio de luz binocular (Carl Zeiss), acoplado a
uma objetiva com reticulo quadrildtero com 100 pontos e 2 cortes por musculo (BB, DIA e QDR)
foram analisados. A contagem dos nicleos centrais (regeneracdo) e periféricos (ndo sofreram
degeneracao) foi realizada com um contador manual.

Para o musculo biceps braquial, a quantificagdao foi expressa em porcentagem em relacdo
ao ndmero total de fibras. Para o musculo diafragma, a quantificacdo foi realizada em cinco
campos aleatérios, devido ao grande nimero de fibras deste musculo.

O quadriceps, que tem cerca de 7000 fibras musculares, apresentou varias areas com fibras

em regeneracdo, de maneira diferente da observada nos outros musculos (Figura 4). Assim, a



22

quantificacao foi feita na forma de dreas com fibras de nicleo central, dreas com fibras de nicleo
periférico e dreas em regeneracio, expressas em porcentagem em relacdo a drea total do corte. As
imagens foram capturadas por video cidmera (Nikon® Express Series) acoplada a um microscépio

de luz (Nikon® Eclipse), conectado a um microcomputador com o software Image Pro-Express®.
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DIA

QDR

Figura 4. Seccdes transversais dos musculos biceps braquial (BB), diafragma (DIA) e quadriceps femoral
(QDR) do grupo mdx-EPA corados com Hematoxilina & Eosina (HE). A esquerda montagem total dos
musculos (barra: 500um), a direita detalhe da drea em regeneragdo (asterisco); (barra: 100um).
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3.5. Determinacio de Creatina Quinase (CK)

Para observar a ac@o do dcido eicosapentaenoico sobre a degeneragdo muscular,
realizamos a quantificacdo de creatina quinase (CK) nos grupos CTRL (n=18), mdx (n=18) e
mdx-EPA (n=18). O sangue foi coletado por puncio cardiaca sob anestesia com cloridrato de
cetamina (130mg/Kg) e cloridrato de xilazina (6,8mg/Kg). Em seguida, o sangue foi centrifugado
a 936 RCF (For¢a centrifuga relativa a aceleracdo da gravidade) e 4°C por 10 minutos.
Utilizamos o kit para quantificacdo de CK — Bioclin. As absorbancias das amostras foram lidas a
25°C utilizando-se espectrofotometro UV com comprimento de onda de 340 nm e cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

Para verificar se possiveis alteracdes nos valores de CK nos animais tratados estariam
diretamente relacionadas com a diminuicdo da mionecrose, realizamos andlise de CK em

camundongos do grupo CTRL (C57BL/10ScCr).

3.6. Analise Estatistica
A andlise de variancia, ANOVA, foi utilizada para a comparacdo entre 0s grupos

experimentais, os valores foram expressos em média + desvio padrdo e a significincia foi de

p=<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise Histolégica
4.1.1. Analise Qualitativa dos Macréfagos

A imunomarca¢do dos macréfagos nos musculos esqueléticos distréficos (grupos: mdx e
mdx-EPA), apresentou caracteristicas semelhantes (Figura 5). Os macréfagos (M1 e M2) foram
identificados pela imunomarcagdo com F4/80. O F4/80 marca a superficie dos macréfagos em
vermelho e os niicleos nio sdo corados (Figura 5). Areas positivas ao F4/80 foram quantificadas
e expressas como drea total de inflamacdo.

Nos musculos biceps braquial (BB) e quadriceps femoral (QDR) os macréfagos das dreas
de inflamacdo apresentaram-se com formado esférico, em grandes e pequenos grupos no
intersticio muscular (Figura 5B), estando raramente isolados. Os macréfagos M1 e M2,
identificados com iNOS e CD206, respectivamente, foram identificados pela marcacdo em verde
do superficie dos macréfagos e nicleo ndo corado. Os M1 (iNOS) e M2 (CD206) apresentaram
mesmo padriao de marcagdo com o F4/80 e colocalizados com a marcagado pelo F4/80.

No misculo diafragma, os macréfagos (F4/80) identificados da mesma forma que para os
musculos BB e QDR apresentaram forma esférica, porém sempre em pequenos grupos ou
isoladamente. As imunomarcagdes para as subpopulagcdes dos macréfagos, M1 (iNOS) e M2
(CD206) mantiveram a forma esférica e a disposicao observada com o F4/80. No grupo CTRL

ndo foi identificada nenhuma marcagao.



Figura 5. Imunomarcacdo dos macréfagos no miusculo biceps braquial. A,C:
animais controle; B, D, E e F: animais mdx ndo tratados com EPA. A-D: marcacio
com F4/80 (M1 e M2); E: marcacdo com iNOS (M1); F: marcacdo com CD206
(M2); A-B: barra 500um; C-F: barra 100um; fibra muscular (asterisco).
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4.1.2. Analise Quantitativa da Area Total dos Macroéfagos (F4/80)

Na quantificacdo da area total dos macréfagos, observou-se que o tratamento com EPA
reduziu a inflamacgdo cerca de 96% no BB (p<0,01), 90% no DIA (p=0,01) e 81% no QDR
(p=0,02) quando comparado com os animais nao tratados (Figura 7).

A comparacdo entre os musculos indica que no grupo mdx-EPA ndo houve diferenca na
area de inflamacdo; no grupo mdx, a darea de inflamacdo do BB foi 53% maior que a do DIA
(p=0,46) e 86% maior que a do QDR (p=0,08); jd o DIA teve sua drea 69% maior que a do QDR

(p=0,33), ver Figura 7.
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Figura 7. Porcentagem da drea total de inflamagdo (F4/80: macréfagos M1 e M2). BB: musculo
biceps braquial; DIA: musculo diafragma; QDR: musculo quadriceps femoral; mdx: grupo dos
animais mdx ndo tratados; mdx-EPA: grupo dos animais mdx tratados com EPA. a, diferenca
significante entre os grupos mdx e mdx-EPA; b, diferenca significante entre os musculos BB e
QDR do grupo mdx. Médias + desvios padrdes das porcentagens das dreas totais de inflamacao
(p<0,05, ANOVA: Kruskal-Wallist; Student-Newman-Keuls).
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4.1.3. Analise Quantitativa dos Macréfagos M1 (iNOS) e M2 (CD206)

O tratamento com EPA aumentou a porcentagem da drea dos macréfagos M2, associados
com a regeneracdo muscular, em 33% (p=0,05) no BB, 14% no DIA (p=0,90) e 31% no QDR
(p=0,46); Figura 8.

No grupo mdx, observa-se predominio de 21% do fenétipo M1 em relagdo ao M2, tanto
no BB (p=0,17) quanto no DIA (p=0,22) e no QDR esse predominio foi de 40% (0,02). No grupo
mdx-EPA os macréfagos M2 predominaram sobre os M1 nos musculos BB (26%; p=0,36) e DIA
(4%; p=0,92). Ja para o musculo QDR dos animais tratados ndo se observa essa inversao nas
populacdes dos macrofagos. Os macrofagos M1 do QDR do grupo mdx-EPA predominaram
sobre os M2 (7%; p=0,6), ver Figura 8.

A comparacio entre musculos indica que no QDR do grupo mdx os macréfagos M1 tem

area 34% maior que a do BB (p=0,06) e 35% maior que a do DIA (p=0,03).
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Figura 8. Porcentagem das dreas dos macréfagos M1 (iNOS) e M2 (CD206) no grupo mdx
(animais mdx nado tratados com EPA) e grupo mdx-EPA (animais mdx tratados com EPA).
BB (miusculo biceps Braquial), DIA (musculo diafragma) e QDR (musculo quadriceps
femoral); a, diferenca entre a % da area dos M2 no BB; b, diferenca entre a % da drea dos M1
e M2 no grupo mdx. Médias + desvios padrdes das porcentagens das dreas dos macréfagos
(p<0,05, ANOVA: Kruskal-Wallist; Student-Newman-Keuls).
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4.1.4. Analise Qualitativa das Fibras Musculares (HE)

Os miusculos esqueléticos dos grupos estudados (CTRL, mdx e mdx-EPA) apresentaram
fibras musculares com diferentes caracteristicas histoldgicas. No trigésimo primeiro dia de vida
foram observadas fibras com nicleo periférico, fibras em regeneracdo e fibras completamente
regeneradas. Areas de inflamacio também foram observadas em todos os misculos do grupo
mdx (Figura 9).

As fibras musculares em regeneracdo foram caracterizadas por pequenos midcitos com nicleo
central entremeados por infiltrado inflamatério exuberante, em dreas de grande celularidade
(Area em regeneracio, Figura 9; asterisco). Fibras regeneradas (Figura 9; cabeca de seta) foram
caracterizadas pelo nicleo centralizado, condensado, citoplasma eosindfilo e didmetro da fibra
muscular proximo ao de uma fibra muscular esquelética com nucleo periférico. As fibras com
nucleo periférico, indicativo de fibras que ndo sofreram processo de degeneracdo-regeneracao,
apresentam formato poligonal em justaposi¢do com outras fibras de mesma caracteristica (Fibra

com nucleo periférico, Figura 9; seta).
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Figura 9. Secc¢des transversais dos musculos biceps braquial (BB), diafragma (DIA) e quadriceps
femoral (QDR) corados com Hematoxilina & Eosina (HE). CTRL: grupo dos animais controle;
mdx: grupo dos animais mdx ndo tratados; mdx-EPA: grupo dos animais mdx tratados com EPA.
Nucleo periférico (seta); nicleo central (cabeca de seta); drea em regeneracdo (asterisco); barra:
100pm.
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4.1.5. Analise Quantitativa das Fibras Musculares (HE)

- Miisculo Biceps Braquial (BB) e Diafragma (DIA)

Nos musculos BB e DIA dos animais tratados com EPA houve uma tendéncia de
aumento da porcentagem de fibras com NP, em comparacdo com os animais mdx ndo tratados
(Figura 10). Com o tratamento a porcentagem de fibras com NC diminuiu no DIA (p<0,01).

As fibras musculares dos misculos BB e DIA do grupo CTRL apresentam 99,5% (BB) e

100% (DIA) de fibras com ntcleos periféricos (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem das fibras com Nucleo Periférico (NP) e Nucleo Central (NC) nos musculos biceps
braquial (BB) e diafragma (DIA). mdx: grupo dos animais mdx nao tratados; mdx-EPA: grupo dos animais
mdx tratados com EPA; a, diferenca entre a %NP e %NC no grupo mdx-EPA; b, diferenca entre a % NC do
grupo mdx e mdx-EPA. Médias + desvios padrdes das porcentagens de fibras com NP e NC (p=<0,05,
ANOVA: Kruskal-Wallist; student-Newman-Keuls);.
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- Misculo Quadriceps Femoral (QDR)

No grupo mdx-EPA, comparado com o grupo mdx, houve diminui¢do da area das fibras
com nucleo periférico (p<0,01) e aumento da drea de fibras com ntcleo central (p=0,7); Figura
11. Nos animais tratados a drea em regeneracdo foi 63% (p<0,01) maior que nos mdx nao
tratados (Figura 11). O musculo QDR dos animais controle apresentou 100% de fibras com

nucleo periférico.
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Figura 11. Porcentagem das dreas com NP (ntcleo periférico), NC (nicleo central) e drea em
regeneragdo. mdx: grupo dos animais mdx ndo tratados; mdx-EPA: grupo dos animais mdx
tratados com EPA; a, diferenca significante entre os grupos mdx e mdx-EPA. Médias + desvios
padrdes das porcentagens das dreas de NP, NC e em regeneracdo. (p<0,05, ANOVA: Kruskal-
Wallist; student-Newman-Keuls);
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4.2. Creatina Quinase (CK)

A CK do grupo mdx foi cerca de 4 vezes maior que a do grupo CTRL. Com o tratamento
houve reducdo em cerca de 56% nos niveis da CK em relagao ao grupo mdx (p<0,01; Figura 12).

Nao houve diferenca significativa entre o grupo CTRL e o mdx-EPA (p=0,32).
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Figura 12. Niveis da Creatina Quinase (CK), expressos em U/L. CTRL: grupo dos animais
controle; mdx: grupo dos animais mdx ndo tratados com EPA; mdx-EPA: grupo dos animais
mdx tratados com EPA. a, diferenca significante entre os grupos CTRL e mdx; b, diferenca
significante entre os grupos mdx e mdx-EPA. Médias + desvios padrdes dos niveis de CK
(p<0,05, Teste ANOVA: Kruskal-Wallist; Student-Newman-Keuls).
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4.3. Peso Corporal
No inicio do tratamento, ao 14° dia de idade, ndo houve diferenga significativa no peso
corporal entre os animais dos grupos CTRL e mdx (p=0,2), CTRL e mdx-EPA (p=0,6) e entre os
grupos mdx e mdx-EPA (p=0,08). Ao término do tratamento, ao 31° dia de idade, ndao houve
diferenca no ganho de peso entre os grupos CTRL e mdx (p=0,3) e CTRL e mdx-EPA (p=0,07). Ja
entre os grupos mdx e mdx-EPA o ganho de peso ao término do experimento foi

significativamente menor nos animais tratados com EPA (p<0,01); (Figura 13).
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Figura 13. Peso corporal (g) no inicio e término do tratamento. CTRL: grupo dos animais
controle; mdx: grupo dos animais mdx ndo tratados com EPA; mdx-EPA: grupo dos animais
mdx tratados com EPA; a, diferenca significativa no peso ao final do tratamento comparando o
grupo mdx com mdx-EPA Médias + desvios padrdes do peso corporal no inicio e término do
experimento (p<0,05, Teste ANOVA: Kruskal-Wallist; Student-Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

5.1. Area Total de Macroéfagos

Os macréfagos do grupo mdx-EPA mantiveram o aspecto esférico e padrio de
distribuicdo inalterado, ou seja, o padrio de agrupamento dos macréfagos observado nos
musculos biceps braquial (BB) e quadriceps femoral (QDR) foi 0 mesmo ao observado no grupo
dos animais ndo tratados. Com relacdo ao musculo diafragma (DIA), a distribuicdo em grupos
também se manteve. Foi possivel observar qualitativamente reducdo da drea de inflamacdo nos
animais tratados com EPA. Essa reduc¢do foi confirmada com a morfometria da drea marcada por
F4/80. Com o tratamento ocorreu redugdo significativa da area total dos macréfagos, em todos os
musculos estudados. Provavelmente, a diminuicdo da drea marcada por F4/80 foi devida as
propriedades do EPA em reduzir os niveis do TNF-a (MACHADO et al., 2011) ou em inibir sua
liberagdo (BABCOCK & COLS, 2002). O TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria produzida por
células do sistema imunoldgico e muscular durante o desenvolvimento, exercicio extenuante,
lesdo e degeneragdo. Nos musculos de pacientes distroficos o bloqueio do TNF-o diminui
consideravelmente a mionecrose (GROUNDS & TORRISI, 2004; RADLEY & GROUNDS,
2006) melhorando o quadro desta distrofinopatia. Um dos mecanismos pelo qual o EPA pode
inibir a producdo do TNF-a seria através da interleucina 10 (IL-10). O tratamento com EPA pode
aumentar a expressdo da IL-10 o que inibe a expressdo do TNF-o (FIORENTINO et al., 1989;

ARNOLD et al., 2007; HAO et al., 2010), reduzindo assim a inflamag¢do muscular.
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5.2. Populacdes de Macrofagos M1 e M2

Nos musculos BB, DIA e QDR dos animais mdx nao tratados com EPA observamos
predominio do fendtipo M1 (iNOS -degeneracdo muscular) sobre o M2 (CD206 — regeneragdo
muscular), o que é coerente com os altos niveis da expressao de iNOS observados em
camundongos mdx no estdgio inicial da doenga (VILLALTA et al., 2009). Especificamente no
QDR, a expressdo do IFN-y, que € um ativador do fenétipo M1, estd elevada nos estdgios iniciais
da doenca, enquanto que o ativador do fenétipo M2, a IL4, somente aumenta entre 4 e 12
semanas de idade (VILLALTA et al., 2009). Provavelmente, a expressdo elevada do IFN-y e
expressdo tardia da IL-4 fez com que este musculo apresente porcentagem mais elevada do
fenétipo M1 quando comparado aos outros musculos estudados.

O EPA reduziu a drea correspondente aos macrofagos M1 tanto no BB quanto no DIA e
QDR e aumentou significativamente a drea dos M2 no BB, enquanto que no DIA e QDR esse
aumento nado foi significativo. O tratamento com EPA apesar de ndo ter ocasionado predominio
dos macréfagos M2 sobre os M1, no muisculo QDR foi capaz de reduzi-lo a 7% e elevar os M2
em 31%. Nossos resultados, embora ndo significativos demostraram que o EPA altera o balagco
das populagdes de macréfagos, reduzindo os M1 e aumentando a drea dos M2. Provavelmente a
alteracdo nas populagdes de macréfagos ocorra por uma reducdo na expressao do IFN-y e
ativacdo da IL-4 (VILLALTA et al., 2009). No DIA, houve reducdo da drea dos M1 em 5% e
aumento dos M2 em 13%. Entretanto, os mecanismos que envolvem as citocinas inflamatdrias,
bem como as popula¢des de macréfagos no misculo DIA ainda ndo foram elucidados.

Sugerimos que a acdo do EPA sobre a proporcao das populagdes dos macréfagos além do
provavel efeito sobre o IFN-y, IL-4, ocorra também pelo efeito deste farmaco sobre a IL-10.

Estudos com células de Kupffer isoladas e tratadas com EPA demonstraram aumento
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significativo da expressdo de IL-10 (HAO et al., 2010). A IL-10 estimula a inducdo de fagocitose
pelos macréfagos M1, o que induz a mudanga do fenétipo M1 para o M2 e inibe a expressio do
IFN-y e do TNF-a, reduzindo a atividade citotéxica do M1 (FIORENTINO et al., 1989;
ARNOLD et al., 2007). Além disso, o aumento da expressdo da IL-10 em macréfagos isolados
do camundongo mdx reduziu significativamente a expressao de iNOS, desativando o fenétipo M1
e aumentou a expressao de CD206 (M2) e CD163 (M2c), (VILLALTA et al., 2010), tal como

observamos nos musculos dos animais tratados (aumento de M2 e diminui¢ao de M1).
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5.3 Degeneracao e Regeneraciao

5.3.1 Musculos Biceps Braquial (BB) e Diafragma (DIA)

Nos animais mdx tratados, a reducdo da atividade citotéxica dos macréfagos M1, sugerida
pelo aumento de fibras com nicleo periférico (fibras que ndo sofreram degeneracdo) e reducdo de
fibras com ntcleo central (regeneradas), nos musculos BB e DIA, talvez possa ser devida a
inibicao da expressao do IFN-y (FIORENTINO et al., 1989; ARNOLD et al., 2007), reafirmando

o efeito protetor do EPA para esta distrofinopatia.

5.3.2. Misculo Quadriceps Femoral (QDR)

No QDR dos animais tratados observamos aumento de 62% na area de fibras regeneradas.
O EPA aumenta a expressao da IL-10 nos macréfagos isolados do endotélio hepatico (HAO et
al., 2010). Por sua vez, esta citocina eleva os niveis da miogenina, o que estimula a proliferacdo
de mioblastos, contribuindo assim para a regeneracdo (VILLALTA et al., 2010). Portanto, uma
possibilidade para explicar os efeitos do EPA na regeneracdo do QDR seria a de sua ac¢do na IL-
10, favorecendo a regeneracdao. A IL-10 € ativadora do fendtipo M2 e atua também como
inibidora da expressdo do fenétipo M1 (VILLALTA et al., 2011). Os macréfagos M2 sado
responsaveis pela remodelacdo e reparo tecidual e estdo presentes no processo de regeneracao
muscular (VILLALTA et al., 2009). Assim, o aumento da expressao da IL-10 levaria ao aumento
da expressdo do fendtipo M2 o que promoveria a regeneracdo muscular, fato observado neste

musculo.
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5.4. Creatina Quinase (CK)

A quantificagdo dos niveis plasmaticos da creatina quinase (CK) fornece dados
quantitativos diretamente relacionados com a degeneracdo muscular, sendo um parametro
bastante utilizado para o diagndstico de miopatias (KATIRIJI & AL-JABERI, 2001). Os niveis
da creatina quinase refletem a quantidade de CK liberada por todos os musculos estriados
esqueléticos inclusive da musculatura estriada cardiaca. Portanto, o resultado da andlise
histolégica isolada de cada musculo pode ndo coincidir com os valores da creatina quinase (CK),
pois os ciclos de degeneracio/regeneracdo podem variar de um musculo para outro (PASTORET
& SEBILLE, 1995; RADLEY & GROUNDS, 2006).

Na DMD, os niveis de CK estdo cerca de 50 a 100 vezes acima dos limites superiores dos
valores de referéncia (ENGEL et al., 1994). Em camundongos mdx, os niveis de CK também se
mostram elevados durante toda a vida do animal (BULFIELD et al., 1984; YOSHIDA et al,
2006). Neste trabalho, os grupos de camundongos mdx (mdx e mdx-EPA) apresentaram niveis
séricos da CK significantemente maiores em relacdo ao grupo de camundongos C57BL/10. Tal
resultado se justifica pelos constantes ciclos de degeneracdo/regeneracdo muscular que ocorrem
nos mdx (PASTORET & SEBILLE, 1995; RADLEY & GROUNDS, 2006).

O tratamento com EPA purificado por 16 dias (14°-30° dia de vida), resultou na
diminui¢do em cerca de 56% dos niveis de CK comparado com os mdx ndo tratado,
demonstrando que o tratamento com EPA reduz a degeneracdo muscular melhorando o quadro
desta distrofinopatia. Estes dados sdo coerentes com o trabalho do Machado et al. (2011), que
estudou outros musculos distréficos de animais tratados com EPA e obteve resultados da CK

inferiores aqueles encontrados nos mdx ndo tratados.
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Nosso trabalho demonstrou que o EPA altera a propor¢do dos macréfagos M1 e M2 em
musculos distréficos. Adicionalmente, o EPA promove regeneracdo muscular, bem como reduz a
degeneracdo muscular (CK). Este formaco vem sendo empregado em outras patologias humanas,
com efeitos colaterais minimos (JINNO et al., 2011; CASTILLERO et al., 2009; RIEDGER et
al., 2009; SMITH et al., 2004; BABCOCK et al., 2000; TISDALE & DHESI, 1990), o que o
torna uma droga potencialmente ttil para terapia adicional da DMD. Porém, estudos que
esclarecam as consequéncias do uso prolongado deste anti-inflamatorio sdo necessdrios, uma vez

que os tratamentos relacionados a DMD sao de longo prazo.

5.5. Peso Corporal

Ao término do experimento (31° dia de vida) o ganho de peso entre os grupos estudados,
revelou que o grupo mdx-EPA teve menor ganho de peso (43%) em compara¢do com 0s grupos
CTRL (53%) e mdx (54%). Sugerimos que a diferenca no peso final dos animais tratados com
EPA se deva ao tamanho da ninhada e ndo ao tratamento. Ninhadas com ndmero superior a 8
filhotes podem favorecer a perda de peso entre os filhotes (BRAGGIO et al., 2003). Em nosso
estudo, a ninhada do grupo mdx-EPA teve em média 11 filhotes e as ninhadas dos grupos CTRL
e mdx tiveram em média 8-9 filhotes. Assim, acreditamos que o menor ganho de peso observado
nos animais tratados com EPA seja decorrente do tamanho da ninhada e nao devido a algum
efeito direto da droga. Adicionalmente, em estudos prévios em nosso laboratério ndo foi
observada perda de peso dos mdx tratados com EPA, na mesma dose (300mg/Kg/dia) e na
mesma idade aqui utilizados, quando comparados aos grupos controle e mdx ndo tratados

(MACHADO et al., 2011).
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5.6. Uso do EPA na terapia das distrofinopatias

Os anti-inflamatdrios corticosteréides, predinisona e deflazacorte, sdo farmacos que
retardam a evolucdo da DMD. Contudo, o uso prolongado destas drogas provoca efeitos
colaterais prejudiciais ao organismo (BIGGAR et al., 2006; BUSHBY et al., 2010). Estudos
recentes demonstraram que o 4acido eicosapentaendico (EPA) possui propriedades anti-
inflamatoérias, reduz os riscos de doengas cardiovasculares, como a arteriosclerose, atua na
reducdo da atrofia muscular (BABCOCK et al., 2000; SMITH et al., 2004. RIEDGER et al.,
2009) e diminui a imobilidade causada pela artrite reumética (CASTILLERO et al., 2009).

O EPA purificado € atualmente utilizado para o tratamento de hiperglicemia reduzindo os
niveis plasmdticos de triglicerideos (JINNO et al., 2011). Este anti-inflamatério modifica as
propriedades das lipoproteinas de baixa densidade (very low density lipoprotein; VLDL) e
diminui a atividade das citocinas pré-inflamatoria, inibindo os niveis da lipoprotein lipase (LPL)
nos macréfagos (JINNO ez al, 2011). A VLDL € conhecida por induzir o acumulo de
triglicerideos e, em seguida, induzir a expressdo da IL-1 e TNF-a através da ativacdo da activator
protein 1 (AP-1) e pelo extracellular-signal-regulated kinases (ERK) nos macréfagos
(STOLLENWERK et al., 2005), aumentando a inflamac@o nos musculos esqueléticos.

Se considerarmos que a dose de EPA recomendada para os humanos ¢ 1000mg/dia,
humanos adultos com 70kg iriam ingerir 14,29mg/kg/dia de EPA. Em pacientes com cancer
pancredtico avanc¢ado, o consumo de suplemento nutricional enriquecido com 1,09g de EPA,
duas vezes ao dia (31,14mg/kg/dia), diminuiu a progressao da caquexia (BARBER et al., 1999).
No presente estudo, a dose utilizada para os camundongos mdx foi de 300mg/kg/dia
(MATSUMOTO et al., 2009; MACHADO et al., 2011). Esta dose é cerca de 21 vezes maior que

a recomendada para os humanos. Em ratos modelos de caquexia, a toxicidade do EPA, avaliada
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quanto a presenca de diarréia e apatia, foi observada em doses de 5g/kg (TISDALE & DHESI,
1990). A dose empregada neste trabalho (300mg/Kg), embora seja maior que a recomendada para
os humanos (14,29mg/kg), ndo atinge o nivel de toxidade observado nos animais modelos da
caquexia (5g/kg). Contudo, estudos clinicos sdo necessdrios para se verificar o uso potencial do

EPA, e seus efeitos colaterais, para o tratamento das distrofinopatias.
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6. CONCLUSAO

- O tratamento de camundongos mdx com dcido eicosapentaendico (EPA) purificado altera o
balanco das populacdes dos macréfagos M1 e M2 em misculos esqueléticos, reduzindo a

expressdao dos M1 (citotéxicos) e aumentando a dos M2 (regenerativos).

- O EPA atua de forma diferenciada nos musculos estudados, diminuindo a inflamag¢do nos
musculos com maior drea inflamatéria (BB e DIA) e promovendo a regeneracdo do musculo com

menor inflamagao (QDR).

O presente trabalho sugere que o EPA possa ser potencialmente util como terapia
adicional para as distrofinopatias. Entretanto, estudos clinicos com EPA s3o necessdrios para
determinar possiveis efeitos colaterais decorrentes do uso continuo desta droga em pacientes

portadores da DMD.
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