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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca recessiva ligada ao
cromossomo X. Os glicocorticoides sdo amplamente utilizados para o tratamento da DMD,
entretanto os efeitos colaterais decorrente de seu uso continuo motivam a busca por novas
terapias farmacoldgicas. Acidos graxos poli-insaturados tém sido empregados para o
tratamento de vdrias doencas, exercendo seus efeitos através de mecanismos pouco
conhecidos. No presente trabalho, comparamos os efeitos do &4cido eicosapentaendico
(EPA) e do glicocorticoide deflazacorte (DFZ) nos miusculos biceps braquial (BB),
diafragma (DIA) e quadriceps femoral (QF) de camundongos mdx. O grupo mdx tratado
com EPA recebeu 300 mg/kg de EPA diluido em 6leo mineral, via gavagem, diariamente,
do 14° ao 30° dia de vida. O grupo mdx tratado com DFZ recebeu dose didria de
deflazacorte (1,2 mg/kg) diluido em dgua, pela mesma via e periodo. Camundongos mdx e
C57BL/10ScCr/PasUnib ndo tratados receberam 6leo mineral pela mesma via e periodo.
Embora o EPA tenha se mostrado mais eficaz que o DFZ em aumentar a for¢ca muscular e
em reduzir os niveis de creatina quinase no mdx, de modo geral os efeitos protetores
obtidos com o EPA foram compardveis aos do DFZ. O EPA e o DFZ diminuiram os niveis
de fatores inflamatérios (NF-xB e TNF-a)envolvidos na degeneracdo das fibras
distréficas. Ambos os farmacos podem estar envolvidos, ainda que indiretamente, no
tamponamento do célcio, embora apenas o EPA tenha reduzido os niveis da calsequestrina
esquelética. Tanto o EPA quanto o DFZ podem atuar na estrutura molecular do complexo
distrofina-glicoproteinas e assim contribuir para a manutencdo da estabilidade do

sarcolema.

Palavras-chave: dcido eicosapentaendico (EPA), deflazacorte, DMD, camundongo mdx,

distrofia muscular.
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ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is an X-linked recessive disease that leads to
myonecrosis and cardiorespiratory failure. Glucocorticoids are so far the choice treatment
for DMD. However their side effects due to continuous use motivate the search for new
therapies. Polyunsaturated fatty acids have been used for the treatment of various diseases,
through mechanisms poorly understood. In this study, we compared the effects of
eicosapentaenoic acid (EPA) and the glucocorticoid deflazacort (DFZ) in the biceps brachii
(BB), diaphragm (DIA) and quadriceps femoris (QF) of mdx mice. Mdx mice received EPA
(300 mg / kg) diluted in mineral oil, by gavage, daily, from 14™ to 30™ day of life. Some
mdx received DFZ (1.2 mg / kg) diluted in water by the same route and period. Control mdx
mice and C57BL/10ScCr/PasUnib received mineral oil by the same route and period.
Although EPA was more effective than DFZ in improving muscle force and in reducing the
levels of creatine kinase, overall the protective effects of EPA were comparable to those of
DFZ. Both drugs decreased the levels of inflammatory factors (NF-xB and TNF-a)
involved in the degeneration of dystrophic fibers. EPA also reduced the levels of
calsequestrin, suggesting a possible role in calcium buffering. Furthermore, the increased
levels of utrophin observed with EPA and DFZ also suggest that these drugs, in addition to
their anti-inflammatory properties, can affect the molecular structure of the dystrophin-

glycoprotein complex and therefore contribute to the stability of the sarcolemma.

Key words: EPA, deflazacort, DMD, dystrophy, NF-xB, TNF-a
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1. INTRODUCAO
1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD; OMIN 310200), descrita em 1861 por
Gillaume Benjamin Amand Duchenne, é a mais comum das distrofias musculares humanas,
afetando uma a cada 3500 criancas do sexo masculino nascidas vivas. Os individuos
acometidos pela DMD apresentam sarcopenia e sdo diagnosticados clinicamente através da
observacgao dos primeiros sinais da doenca, como quedas frequentes, dificuldade para subir
escadas, pseudo-hipertrofia dos musculos triceps sural e deltoide e a realiza¢cdo da manobra
de Gower, na qual o paciente se levanta apoiando as maos nos diferentes segmentos dos
membros inferiores, sucessivamente de baixo para cima, como se ascendesse sobre si
mesmo. O progndstico da doenga € varidvel; em média, o paciente fica confinado a cadeira
de rodas na pré-adolescéncia e levado a ébito por comprometimento cardiorrespiratério em
torno da segunda ou terceira década de vida (ENGEL et al., 1994; PETROF, 1998;
BIGGAR et al., 2006).

A DMD ¢ uma doencga recessiva ligada ao cromossomo X, causada por mutagdo do
gene responsdvel pela proteina distrofina. Devido ao seu tamanho e complexidade, o gene
da distrofina apresenta frequéncia elevada de mutacdes, delecdes ou duplicagdes que
alteram a transcricdo génica e a codificacdo normal da proteina, tornando-a instdvel e
facilmente degradada por proteases enddgenas (SEIXAS et al., 1997).

A distrofina associa-se a glicoproteinas para formar o complexo distrofina-
glicoproteinas (CDG), que atravessa o sarcolema conectando o citoesqueleto a matriz

extracelular da fibra muscular (PETROF, 2002; SPENCER; MELLGREN, 2002). Essa



conexdo € prejudicada pela auséncia da distrofina, que também desorganiza outros
componentes do CDG, tornando o sarcolema instavel e propenso a rupturas durante os
ciclos de contragdo e relaxamento que levam a degeneracio da fibra muscular (GROUNDS
et al., 2005a).

A andlise histopatolégica do musculo distréfico revela fibras em degeneracdo e a
presenca de células inflamatdrias, como macréfagos e linfécitos. A regeneracdo muscular é
notada pela presenga de fibras menores com nucleo central, que se originam das células
satélites (SCHMALBRUCH, 1984), as quais estdo presentes entre a lamina basal e o
sarcolema e proporcionam o crescimento € a regeneracdo muscular na vida pds-natal. No
entanto, a capacidade regenerativa das células satélites diminui com a progressdo da
doenca; assim, as fibras musculares que degeneram sdo gradualmente substituidas por

tecido conjuntivo e adiposo (HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005).

1.2 Camundongos mdx

A linhagem de camundongos denominada C57BL10 mdx: “x chromossome-linked
muscular dystrophy, descrita em 1984, surgiu por mutagdo espontinea da linhagem
C57BL10/ScSn (BULFIELD et al, 1984). Uma tnica substitui¢do de base nitrogenada no
exon 23 do gene da distrofina causa uma parada prematura da cadeia polipeptidica dessa
proteina, permitindo que o mdx seja utilizado para estudos dos mecanismos fundamentais
da distrofinopatia e para ensaios sobre novas abordagens terapéuticas (CARBERRRY et al,

2012).



O camundongo mdx apresenta perda da isoforma Dp427 da distrofina, redugdo de
outras glicoproteinas a ela associadas, elevados niveis plasmdticos de creatina quinase
indicando reduzida integridade da fibra muscular e grau varidvel de degeneracdo muscular,
apresentando musculos minimamente afetados, como extraoculares e laringeos e musculos
com mionecrose severa, como o diafragma. Adicionalmente, as fibras musculares
apresentam alta suscetibilidade ao choque osmético e anormalidade no tamponamento de
calcio (CARBERRY et al, 2012).

A degeneracdo muscular nesses animais tem inicio por volta dos vinte dias de vida
pOs-natal, provavelmente devido ao aumento da atividade muscular nesse periodo
(TANABE et al., 1986; CULLEN; JARROS, 1988; DISATNIK et al., 1998).
Diferentemente dos pacientes afetados pela DMD, o camundongo mdx na fase adulta ndo
apresenta fibrose intensa, uma vez que os musculos regeneram sucessivamente apds a
necrose (PASTERNAK et al., 1995). O pico de mionecrose ocorre dos trinta € cinco aos
noventa dias de vida e apds o quarto més, a presenca de fibras necréticas é reduzida
(TANABE et al., 1986). Com o envelhecimento, hd redu¢do da capacidade regenerativa,
provavelmente devido a redu¢do da quantidade e do potencial de proliferacao das células
satélites (LUZ et al., 2002) e os animais passam entdo a apresentar fraqueza muscular,

perda de fibras musculares e cifose, caracteristicas patolégicas semelhantes aquelas

observadas em humanos distréficos (LEFAUCHEUR et al., 1995).



1.3 A distrofina e o Complexo Distrofina-Glicoproteinas (CDG)

A identificacao da distrofina e subsequente caracterizacdo do complexo distrofina-
glicoproteinas (CDG) foi o primeiro passo para o esclarecimento da patogénese molecular
inerente a distrofia muscular. O complexo distrofina-glicoproteinas é composto por vérias
glicoproteinas que conectam o citoesqueleto a matriz extracelular (COHN & CAMPBELL,
2000) e apresenta trés dominios, sendo: um extracelular, um transmembranico e outro
submembrana (BROWN & DPHIL, 1997).

O dominio extracelular € composto por lamininas e distroglicanas. A laminina da
fibra muscular € um heterodimero composto pelas subunidades B1, yl e a2 que se ligam a
distroglicana na superficie da célula muscular (ERVASTI & CAMPBELL, 1993). A
distroglicana é composta por duas subunidades (clivadas a partir de um precursor comum):
a (156 kDa) e B-distroglicana (43 kDa) (YOSHIDA et al., 1994). A a-distroglicana se
localiza na interface entre a matriz extracelular e o sarcolema, enquanto a B-distroglicana
atravessa o sarcolema; essas duas unidades se unem para formar um complexo heterofilo
que conecta a matriz extracelular (via a2-laminina) ao sarcolema (BROWN & DPHIL,
1997).

O dominio transmembranico é constituido pela B-distroglicana e pelo complexo
sarcoglicana. As proteinas denominadas a (50 kDa), B (43 kDa), y (35 kDa), 6 (35 kDa) e ¢
(25 kDa)-sarcoglicanas se associam intimamente para formar o complexo sarcoglicana, que
encontra-se fracamente ligado a [-distroglicana. Assim como a distrofina, o e Y-
sarcoglicanas sdo expressas exclusivamente nos musculos estriados e liso (ROBERDS et

al.,, 1993, NOGUCHI et al, 1995), contrastando com o padrdo da [-sarcoglicana e das



distroglicanas, expressas em multiplos tecidos (BONNEMANN et al., 1995, LIM et al,
1995) Acredita-se que o complexo de sarcoglicanas atravesse o sarcolema e interaja com a
distrofina na face citoplasmadtica do sarcolema (YOSHIDA et al., 1994, SUZUKI et al.,
1994).

O dominio submembrana do CDG é composto pela distrofina e pelas sintrofinas. A
distrofina € uma proteina do citoesqueleto, de 427 kDa, presente na face citoplasmatica do
sarcolema e que pode ser encontrada em diversos tipos celulares, como as células
musculares, as células da glia, as células de Purkinje e de Schwann (ENGEL et al., 1994).
Essa proteina é composta por quatro dominios distintos: uma extremidade amino-terminal
(N-terminal), um longo dominio central em forma de haste contendo sitios para ligacao
com a espectrina, um dominio rico em residuos de cisteina e uma extremidade carboxi-
terminal (C-terminal) (RIBAKOVA et al., 1996). Os sitios para ligacdo com a F-actina se
localizam na regido N-terminal e no dominio central, o qual confere flexibilidade a
molécula. A cauda citoplasmética da B-distroglicana se liga a regido rica em cisteina da
distrofina pelo subdominio WW, enquanto os sitios para ligacdo com sintrofinas e o-
distrobrevina se localizam na extremidade C-terminal (CARMIGNAC & DURBEE],
2012).

As sintrofinas sdo proteinas de 60 kDa, codificadas por diversos genes € que se

ligam a regido C-terminal da distrofina. A expressdo da o-sintrofina € restrita a0 musculo

esquelético enquanto B1 e B2 sintrofinas estdo presentes em outros tecidos (ADAMS et al.,

1993).



Uma importante fungdo do CDG ¢é conferir estabilidade ao sarcolema durante os
ciclos de contracdo e relaxamento da fibra muscular (PETROF et al., 1993). Além dessa
funcdo estrutural e mecanica, o CDG também participa de mecanismos de defesa e da
regulacdo de processos vitais da fibra muscular, tendo a ele associadas moléculas como a
calmodulina, a Grb2 e a 6xido nitrico sintase (NOS) para revisao ver RANDO, 2001;
GAILLY, 2002 e MARQUES, 2004.

A completa perda da distrofina em pacientes com DMD e em camundongos mdx
perturba a composi¢do estrutural do CDG, reduzindo outros de seus componentes, como a
B-distroglicana e as sarcoglicanas (COHN & CAMPBELL, 2000). Além disso, mutacdes
que afetam as demais proteinas do CDG podem causar formas diferentes de distrofia
muscular com heranca autossomica (ERVASTI et al., 1990).

O mecanismo através do qual alteracdes do CDG causam degeneracdo da fibra
muscular ndo estd totalmente elucidado. Acredita-se que a DMD esteja relacionada a
fragilidade do sarcolema, ao estresse mecanico e ao maior influxo de célcio (Ca+2)
resultante da disfuncdo de canais i6nicos ou da descontinuidade do sarcolema das fibras
distréficas (MOKRI; ENGEL, 1975). Ainda, a alteracdo da sinalizacdo celular (RANDO,
2001), o aumento do estresse oxidativo e a resposta inflamatéria envolvendo o fator de
necrose tumoral o (TNF-a), entre outras citocinas, também podem ser relacionados a
mionecrose (WHITEHEAD, 2006).

A utrofina (Utr) é uma proteina de 395 kDa, homdloga a distrofina, cujo padrdo de
expressao difere da distrofina cronoldgica e topograficamente. Durante o desenvolvimento

muscular, a utrofina € expressa pelos mioblastos. No musculo adulto, ela é encontrada em



células satélites e nas juncdes neuromusculares e miotendineas (ENGEL et al., 1994).
Diferentemente de humanos e camundongos normais, os niveis de utrofina estdo elevados
em pacientes com DMD e nos camundongos mdx, sendo a Utr observada ao longo de todo
o sarcolema (KHURANA et al., 1991; PONS et al., 1993). Como a utrofina compartilha
muitas propriedades estruturais com a distrofina, ela foi apontada como alternativa
terapéutica no tratamento da DMD (MATSUMURA et al., 1992; TINSLEY et al., 1996).
De acordo com alguns autores, niveis elevados de Utr poderiam compensar a auséncia da
distrofina e desta forma proteger o musculo distroéfico da degeneracio(MATSUMURA et
al., 1992).

Considerando-se que alteracbes moleculares do CDG contribuem para a
mionecrose, verificaremos se o acido eicosapentaendico (EPA), tal como relatado para o
corticoide deflazacorte (DFZ), pode aumentar os niveis de utrofina no sarcolema distrofico,

colaborando para a sua estabilidade.

1.4 Fatores envolvidos na degeneracao da fibra distréfica: inflamacio e regulacio do
calcio

A degeneragcdo muscular no camundongo mdx é causada pela auséncia da distrofina
e consequente desorganizacdo do CDG. Essa desorganizacdo fragiliza o sarcolema que
sofre microrupturas transitorias causadas pela for¢a contrétil dos sarcomeros durante a
contragdo e relaxamento da fibra (PETROF et al., 1993, GROUNDS et al., 2005). Rupturas
da membrana plasmadtica s@o evidenciadas pela liberacdo de conteido intracelular para o

meio extracelular, como a enzima creatina quinase (CK). Além disso, devido a auséncia da



integridade do sarcolema, ocorre entrada de proteinas e fons para o meio intracelular, tais
como albumina e fons calcio (STRAUB et al., 1997, AMTHOR et al., 2004).

O dano a fibra muscular aciona uma resposta inflamatéria fundamental para a
progressao da mionecrose. Entretanto, essa resposta também € necessdria para que ocorra
reparo muscular e regeneracdo através da ativacdo e proliferacdo de células satélites
(TIDBALL, 2005).

O TNF-o. € uma citocina pro-inflamatoria de particular importancia para a
mionecrose cujos niveis encontram-se elevados nos pacientes com DMD e nos
camundongos mdx (GROUNDS, 2008). A ligacdo do TNF-a ao seu receptor ativa o fator
nuclear kappa B (NF-kB). O NF-kB, quando inativo, € encontrado no citoplasma e €
composto por trés subunidades: p50, p65 e IkBoa (subunidade regulatéria). Quando
fosforilado, IkBa sofre degradagdo proteolitica, permitindo que o NF-kB entre no nucleo e
se ligue a sequéncias especificas da regido promotora de seus genes alvos. Alguns desses
genes, como MuRF-1 (muscle ring finger 1), se relacionam com a atrofia muscular e sdo
chamados atrogenes; muitos outros codificam citocinas pré-inflamatdérias, quimiocinas,
enzimas que geram mediadores da inflamacdo e moléculas de adesdo que desempenham
importante papel de recrutamento inicial de leucdcitos para os sitios de inflamacdo. Dentre
essas citocinas inflamatoérias encontra-se o TNF-a, cujos niveis intracelulares podem ser
elevados gracas a uma al¢a de retroalimentagdo positiva (BARNES et al., 1997).

A atividade do NF-xB € elevada em camundongos mdx (ACHARYYA et al., 2007).

De fato, o estresse mecanico em musculos esqueléticos pode ativar a via do NF-«B,



elevando seus niveis no camundongo mdx antes mesmo do inicio da degeneracdo muscular,
aumentando os niveis de TNF-a e IL-1 (KUMAR et al., 2003).

Além da inflamacao, fatores relacionados a regulagcdo do célcio intracelular também
colaboram para a necrose do musculo distréfico. Camundongos mdx apresentam alteracao
da sinalizacdo dependente de célcio (ALLEN et al., 2010), elevada concentracdo de calcio
intracelular, bem como em outros compartimentos celulares, como no reticulo
sarcoplasmatico (RS) e na mitocondria (MALLOUK et al., 2000). O cédlcio bombeado para
o RS se liga a calsequestrina (CSQ), principal proteina de tamponamento e estocagem de
Ca®" desta organela. Nos musculos distréficos verifica-se redugdo dos niveis de CSQ e da

sua capacidade de se ligar ao Ca®* (CULLIGAN et al., 2002).

O aumento na concentracio de Ca”* intracelular citoplasmético [Ca®*]; ativa
calpainas, resultando em protedlise dos constituintes celulares e ativacao da fosfolipase A,.
Esta enzima compromete a integridade da membrana, favorecendo a producdo de espécies

. A . . o 4 e - 2
reativas ao oxigénio. Isto causa peroxidagio lipidica e aumento na concentragdo de Ca”" na

mitocondria (para revisdo ver GISSEL, 2005 e WHITEHEAD et al., 2006). Estabelece-se
assim um ciclo vicioso em que o acimulo de calcio na mitocondria favorece a producdo de
espécies reativas de oxigénio, que por sua vez estimulam a peroxidagdo lipidica, causando
assim mais danos ao sarcolema da fibra distréfica (GISSEL, 2005) e ativando o NF-xB

(KUMAR et al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrando como a via da inflamag@o e o tamponamento de célcio se relacionam com a
degeneracdo da fibra muscular distréfica. O estresse mecanico aumenta os niveis de NF-kB (p50, p65 e IkBa)
que ¢ translocado para o ntcleo, ativando a transcri¢do de outros fatores inflamatérios, como TNF-a e IL-1,
agravando a mionecrose. Essa transcrigdo pode ser bloqueada pelos glicocorticoides. Além da inflamagao, o
aumento na concentracio de Ca’* intracelular citoplasmético [Ca®]; através dos canais ativados por
estiramento (SAC) e microrupturas na membrana, ativa calpainas, resultando em protedlise dos constituintes
celulares e ativacdo da fosfolipase A,. Esta enzima compromete a integridade da membrana, favorecendo a
producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS). Isto causa peroxidagdo lipidica e aumento na concentracio
de Ca** na mitocodndria (MIT) e reticulo sarcoplasmaético (RS). No RS, o influxo e efluxo de célcio € regulado
por receptores rianodina (RyR) e bombas Ca+2-ATPase do RS (SERCA). O célcio no RS se liga a
calsequestrina (CSQ) que contribui para o tamponamento de célcio no RS.

Assim, considerando que EPA e DFZ melhoram a mionecrose e que esta, por sua
vez, é causada tanto pela inflamag¢do quanto por alteracdes no tamponamento do cdlcio
intracelular, verificaremos se estes farmacos atuam no fator transcricional NF-kB

(inflamacdo) e na calsequestrina (tamponamento de cdlcio).
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1.5 Terapia farmacologica da DMD

Glicocorticoides, como o deflazacorte e a prednisona, sdo anti-inflamatérios
amplamente utilizados para o tratamento da DMD. Eles promovem a manutencdo da fungao
muscular (MANZUE et al., 2004) e retardam a evolucdo da doenca. Sugere-se que um dos
mecanismos de a¢do dos glicocorticoides ¢ o aumento da utrofina, proteina homdloga a
distrofina, protegendo assim contra a mionecrose (ST-PIERRE et al., 2004). Outro
mecanismo € a inibi¢do do influxo de célcio para o citoplasma das células musculares, o
que também contribuiria para reduzir a mionecrose (MOKRI & ENGEL, 1975). Entretanto,
o uso continuo de glicocorticoides promove efeitos colaterais importantes, tais como ganho
de peso, sindrome de Cushing, hipocaliemia e osteoporose (TALIM et al., 2002). Na
tentativa de encontrar farmacos que possam ser utilizados por tempo prolongado, sem
efeitos colaterais, outras drogas sdo estudadas em modelos experimentais de distrofia
(ARCHER et al., 2006; PAYNE et al., 2006).

Acidos graxos poli-insaturados sdo constituintes importantes das células. Eles
mantém a fluidez da membrana plasmatica, regulam a sinalizacdo celular, a expressdao
génica e a func¢do celular (CALDER et al., 2004). H4 duas familias de acidos graxos poli-
insaturados: n-6 (omega-6) e n-3 (omega-3). Os omega-6, como o acido linoleico, sdo
essenciais para a produ¢do do 4cido araquiddnico, o qual é metabolizado originando os
eicosandides (prostaglandinas e a prostaciclinas). Os eicosandides sdo mediadores e
reguladores da inflamacdo (CALDER et al., 2004). Os eicosandides produzidos a partir de
acidos graxos Omega-6 estimulam a inflamacdo e a angiogénese tumoral; os produzidos a

partir de acidos graxos Omega-3 sdo anti-inflamatorios e antiangiogénicos (HARDMAN
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WE, 2004). O 4cido eicosapentaendico (acido all-cis-5, 8, 11, 14,17-eicosapentaendico -
EPA) € um 4cido graxo poli-insaturado 6mega-3 encontrado em grande quantidade em 6leo
de peixes. Estudos realizados em humanos e em modelos experimentais mostraram grande
potencial terapéutico do dmega-3 na prevengdo e tratamento de vdrias doengas, como
epilepsia (YUEN et al., 2005), artrite reumatoide (CASTILLERO et al., 2009) e cancer
(SPENCER et al., 2009). A incorporacio do EPA na membrana plasmdtica altera a
composi¢do e a atividade de seus acidos graxos (BABCOCK et. al., 2000).

Estudos in vitro demonstraram que o EPA diminui a produgdao de TNF-a por
macréfagos, provavelmente por atuar na via de sinaliza¢do que envolve o NF-kB (LO et al.,
1999). Assim, o EPA pode reduzir ou inibir a producdo das citocinas pré-inflamatorias e do
acido araquidoénico, atuando, portanto, nas vias das prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos (BABCOCK et. al., 2002), importantes mediadores da inflamacdo. Em estudo
anterior em nosso laboratério demonstramos que o tratamento de camundongos distréficos
com EPA reduziu os niveis de TNF-a e protegeu as fibras musculares distroficas da
degeneracao (MACHADO et al., 2011).

No presente trabalho, realizaremos um estudo comparativo dos efeitos do EPA e do
glicocorticoide DFZ. Adicionalmente, aprofundaremos o estudo dos mecanismos de agao
destas drogas que concorrem para a prote¢do contra a mionecrose no camundongo mdx,
abordando aspectos relacionados ao NF-kB e as proteinas envolvidas no tamponamento de

calcio e na estabilidade do sarcolema.
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2. OBJETIVOS
1. Realizar um estudo comparativo dos efeitos do dcido eicosapentaendico e do
glicocorticoide deflazacorte nos seguintes eventos relacionados a mionecrose em
camundongos distréficos:

a) Inflamacao: através dos niveis do TNF-a e do NF-xB;

b) Tamponamento de cdlcio: através dos niveis da sCSQ;

¢) Estabilidade da membrana: através dos niveis da Utr;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/10-
Dmdmdx/PasUnib (mdx) e CS57BL/10ScCr/PasUnib (controle) obtidos a partir do
acasalamento de animais mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de
Biologia, UNICAMP. As matrizes foram oriundas do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica (CEMIB), UNICAMP. Durante todo o experimento, os animais
foram mantidos em caixas plésticas padrdo em condi¢des ambientais controladas (12 horas
de ciclo claro/escuro) com racdo e dgua ad libitum. Todos os experimentos foram realizados
em acordo com as diretrizes para experimentacdo animal de nossa Instituicdo, sob o
protocolo n° 2231-1 da Comissdo de Etica na Experimentacio Animal (CEEA-IB-

UNICAMP).

3.2 Grupos Experimentais

Grupo mdx tratado: composto por animais da linhagem mdx (n=32), com tratamento do
14° ao 30° dia de vida pés-natal. Este grupo tem por objetivo observar a acdo do DFZ ou do
EPA em camundongos mdx. Para isso, ele foi subdividido:

Grupo mdx (EPA) (n=16): grupo que recebeu 300 mg/Kg/dia de EPA (4cido all-cis-5,
8, 11, 14,17-eicosapentandico, 98,5% de EPA na composicao; densidade do 6leo 0,943 g/ml,

Fluka/Sigma-Aldrich®) diluido em 6leo mineral (Nujol, petrolado liquido para uso via oral
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em humanos, Mantecorp, SP, Brasil), via gavagem, no volume de 0.01 ml/gavagem, do
décimo quarto ao trigésimo dia de vida.

Grupo mdx (DFZ) (n=16): grupo que recebeu dose didria de deflazacorte (1,2 mg/Kg)
diluido em 4gua, do décimo quarto ao trigésimo dia de vida pds-natal, via gavagem, no
volume de 0.01 ml/gavagem (KEELING et al., 2007).

Grupo mdx (mdx) (n=16): composto por animais da linhagem mdx tratados apenas com
Oleo mineral via gavagem, da mesma forma que os tratados. Este grupo tem por objetivo
observar o nivel de progressdo da doenga, sem o tratamento.

Grupo controle - CTRL (n=16): composto por animais da linhagem
C57BL/10ScCr/PasUnib. Este grupo servird de comparativo aos demais, por ndo apresentar

miopatia.

3.3 Analise Histopatologica

A regeneracdo foi avaliada através da quantificacdo de fibras com nucleo central
coradas com hematoxilina-eosina (HE). Os valores de regeneracdo estdo expressos em

porcentagem do nimero total de fibras.

Retirada e Processamento dos Musculos - No 30° dia de vida pés-natal, os animais dos
grupos mdx (n=8), mdx EPA (n=8), mdx DFZ (n=8) e controle (C57BL/10ScCr/PasUnib;
n=8) foram sacrificados com anestesia intraperitoneal de cloridrato de cetamina (130
mg/Kg) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/Kg). Os musculos biceps braquial (BB), diafragma

(DIA) e quadriceps femoral (QF) foram retirados e mantidos em solugdo fisiolégica durante
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todo o procedimento. Para o congelamento os musculos foram fixados em suportes de
madeira com tragacanth gum, imersos em n-hexano (J. T. Baker) a -100°C por 45s e
imediatamente colocados em nitrogénio liquido a -159°C. Os musculos foram armazenados
em Biofreezer a -80°C. Para obtencdo de cortes em criostato (Microm-HS505E), os
musculos foram seccionados transversalmente na espessura de 7um, a -25°C e colocados
quatro cortes por lamina. Para a contagem de nucleos centrais e periféricos foi realizada
coloracdao de HE. As laminas foram imersas em solu¢do de hematoxilina de Harris por 30s
em temperatura ambiente, lavadas em &dgua corrente por 10min, imersas em solucdo de
eosina por 15s, sendo retirado o excesso de eosina em dgua corrente. As laminas foram

desidratadas em seqiiéncia de dlcoois e xilol e montadas com Entellan (Merck).

Observacao dos miusculos - As laminas com coloracio de HE foram observadas ao
microscopio de luz binocular (Carl Zeiss), acoplado a uma objetiva com reticulo quadrilitero
com 100 pontos. Para a quantificacao das fibras musculares utilizou-se um contador manual.
As contagens foram feitas as cegas. Para o musculo biceps braquial, os valores de fibras com
NC estdao expressos em porcentagem em relagdo ao ndmero total de fibras. Para o musculo
diafragma, a contagem de fibras com NC foi realizada em cinco campos aleatdrios por corte

e os valores também estdo expressos em relacdo ao nimero total de fibras.

Na andlise qualitativa, o musculo QF apresentou caracteristica histopatoldogica
distinta dos demais musculos estudados, caracteristica esta representada por um aumento
aparente da quantidade de fibras em processo de regeneracdo (Figura 6), tornando-o
particularmente interessante para a andlise dos efeitos dos farmacos estudados sobre a

regeneracdo muscular das fibras distréficas. Adicionalmente, devido ao expressivo nimero
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total de fibras musculares em um corte (cerca de 7000 — 7500 fibras) quando comparado aos
demais musculos (cerca de 1800 no biceps braquial e 6000 no diafragma), realizamos andlise
morfométrica das seguintes dreas: 1. dreas com fibras em regeneracdo; 2. dreas com fibras
completamente regeneradas (fibras com nicleo central - NC) e 3. dreas com fibras que ainda
ndo sofreram o processo degenerativo (fibras com nticleo periférico - NP). Estas dreas foram
expressas em relacao a area total do corte e os dados obtidos em relagdao ao QF serdo, sempre

que necessdrio, discutidos separadamente.

Escolha dos miisculos — O musculo BB foi escolhido por representar um musculo dos
membros anteriores, o que permitira correlacionar suas caracteristicas histopatologicas com
os dados de forca de tracdo, obtidos dos membros anteriores. O DIA, por apresentar
patologia severa com degeneragdo progressiva, similar a progressao da DMD em humanos,
torna-se um modelo ideal para verificar os efeitos de terapias para a DMD. Acredita-se que
esta caracteristica seja devida ao trabalho continuo do musculo para a respiragdo
(STEDMAN et al., 1991) e a diminuicdo da sua capacidade de regeneracdo apds dano
muscular (MATECKI et al., 2004). Em relacdo ao QF, sabe-se que a degeneracdo neste
musculo inicia-se anteriormente aos demais musculos da pata (MUNTONI et al., 1993).
Entretanto, frente a escassa literatura do mdx sobre este musculo, o QF € interessante para

estudos comparativos da evolugdo da doenca.
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3.4 Determinacao de Creatina quinase (CK)

A quantificacdo de CK no plasma sanguineo é um dos pardmetros utilizados para o
estudo da degeneracdo muscular. Quando ocorre lesdo no miusculo esquelético ocorre

liberagcdo de CK na corrente sanguinea.

A creatina quinase (CK) € uma enzima que catalisa a transferéncia de um grupo
fosfato entre a creatina fosfato e a adenosina difosfato (ADP). Os produtos desta reacao sao
a creatina, que pode ser reaproveitada pela célula, e a adenosina trifosfato (ATP), que se
encontra disponivel para reacdes dependentes de energia na célula. O ATP reage com a
glicose na presenga da enzima hexoquinase formando glicose-6-fosfato. A glicose-6-
fosfato, na presenca da glicose-6-fosfato-desidrogenase, é oxidada a 6-fosfogluconato e
reduz o NAD a NADH, aumentando a absorbancia em 340nm ou 365nm
proporcionalmente a atividade da CK na amostra. Para observar a acdo do tratamento sobre
a degeneracdo muscular, realizamos a quantificacdo de CK nos grupos mdx (n=8), mdx
EPA (n=8), mdx DFZ (n=8) e controle (C57BL/10ScCr/PasUnib; n=8) dos mesmos animais
que foram utilizados para a técnica de Immunoblotting. No trigésimo dia de vida pds-natal,
os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (130 mg/Kg) e cloridrato de
xilazina (6,8 mg/Kg) e o sangue coletado por puncdo cardiaca. Em seguida, o sangue foi
centrifugado a 939g e 4°C por 10 minutos. O plasma foi separado e utilizado para
quantificagdo de CK (kit comercial de CK-NAC — 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.
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3.5 Medida da forca de tracao

Oito camundongos de cada grupo foram utilizados para medida de forca dos
membros anteriores no inicio (14° dia de vida) e final (30° dia de vida) do tratamento. Foi
utilizado um aparelho de medida de forca horizontal (Newprimer®, Sao Paulo, Brasil). Os
animais foram estabilizados pela cauda e estimulados a segurar uma tela de nylon ligada a
um transdutor, que transmite a forca de tracio dos membros anteriores para o aparelho.
Foram realizadas cinco medidas de forca para cada animal. Os valores assim obtidos foram
normalizados pelo peso e utilizados para composicdo da média de cada animal, sendo o

resultado final expresso em g/g (TANIGUTTI et al., 2011).

3.6 Immunoblotting

Para verificar se os tratamentos com EPA e DFZ alteram os niveis de fatores
inflamatorios, de proteinas do CDG e de proteinas reguladoras de cdlcio foi realizada a
técnica de immunoblotting para quantificacio do TNF-a (22 kDa), do NF-kB (65 kDa), da
sCSQ (72 kDa) e da Utr (395 kDa).

Anticorpos primarios:

1. Rabbit anti-mouse tumor necrosis factor-alfa polyclonal antibody - TNF-alfa Anticorpo

(Millipore).

2. Rabbit anti-mouse nuclear factor — NF-kB p65 (Rel A) Anticorpo Rockland.

3. Rabbit anti-mouse Calsequestrin (monoclonal VIIID12, Affinity BioReagents).
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4. Mouse Anti-mouse Utrophin (DRP2-CE-S), Novocastra.

5. Rabbit anti-mouse Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase GAPDH; rabbit polyclonal;

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Califérnia.
Anticorpos secundarios:

1. Anti-mouse IgG (whole molecule) FITC Conjugate antibody developed in goat; F-0257;

Sigma.
2. Anti-rabbit IgG (whole molecule) developed in goat; 04-15-06, Sigma.

Preparacao de Extrato Total - Os musculos foram retirados como descrito previamente.
Em seguida, foram cortados em pequenos pedacos e homogeneizados imediatamente em
tampao Tris-HCl 100mM pH 7.4 contendo Triton X-100 1%, pirofosfato de s6dio 100mM,
fluoreto de sédio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM e
0,1mg/mL de aprotinina, a 4°C com homogeneizador do tipo Polytron PTA 20S (PT 10/35;
Brinkmann Instruments) operado em velocidade maxima por 30s. Os extratos foram
centrifugados a 12581g a 4°C por 20min e o sobrenadante utilizado. A determinagdo de

proteina foi realizada pelo método de Bradford (1976).

Quantificacio das proteinas por Immunoblotting - As amostras do extrato protéico foram
tratadas com tampao fosfato de s6dio 1 M pH 7,0 contendo azul de bromofenol 0,1%,
glicerol 50% e SDS 10% e ditiotreitol 100mM (LAEMMLI, 1970), aquecidas a 100°C por
Smin em banho seco. Em seguida, 30pg ou 60pug de proteina foram aplicados em gel SDS-
poliacrilamida em aparelho para eletroforese mini-Protean (Bio-Rad). A eletrotransferéncia

do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90min a 120V (constante) em
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aparelho de transferéncia. As membranas foram incubadas com solu¢do basal (Tris 10mM,
contendo cloreto de sédio 150mM, Tween-20 0,02% e 5% de leite desnatado), por 1h em
temperatura ambiente para reduzir as ligacdes inespecificas de proteinas. Posteriormente,
foram incubadas com anticorpo primdrio diluido em solucdo basal contendo 3% de leite
desnatado em temperatura ambiente, overnight, em agitador mecinico. No dia seguinte, as
membranas foram lavadas por 30min com solug¢do basal e incubadas com anticorpo
secunddrio diluido em solucdo basal contendo 3% de leite desnatado por 90min em
temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30min
com solugdo basal. As dilui¢des dos anticorpos primarios e secundarios foram definidas para

cada proteina de acordo com a marcagao obtida.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solugdo de
quimiluminescéncia (Pierce) por Smin 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 analise

GeneTools (Syngene, Maryland-USA).

Ap6s captacdo das imagens da proteina de interesse, as membranas foram lavadas
com solug¢do basal (3x10 minutos) e incubadas com 10mL de Stripping Buffer (10mM Tris-
HCI pH 7.5; B-Mercaptoethanol 0.1M; Uréia 8M) durante 1h, a 60°C. Em seguida,
realizou-se incubacdo em Tris-HCl 1M pH 7.5 por 30min para neutralizar o stripping. As
membranas foram lavadas com solugdo basal e processadas conforme descrito previamente
para marcagcdo da proteina gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Esta é uma

proteina de controle interno, pois a quantidade desta proteina ndo se altera em diferentes
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condi¢es fisiolégicas. As bandas marcadas com GAPDH foram utilizadas para

normalizacdo das bandas das demais proteinas.

3.7 Analise estatistica

O estudo da comparacdo entre grupos foi realizado através das varidveis: peso
corporal (g), forca de tracdo (g/g), niveis plasmdticos de creatina quinase (U/L),
porcentagem de fibras com nucleo central, periférico e area de fibras em regeneracio e
comparagdo dos niveis proteicos de NF-kB, TNF-a, sCSQ e Utr determinados pelo
Immunoblotting. A andlise estatistica foi realizada pela andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste Tukey. Todas as andlises foram realizadas com nivel de significancia

menor ou igual a 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso corporal

No inicio do tratamento, ndao houve diferenca significante de peso corporal entre os
grupos estudados. Houve aumento significante de peso ao final do tratamento dentro de cada
grupo estudado. Ao final do tratamento, o peso dos animais do grupo tratado com EPA foi
35,5% menor que o peso dos animais do grupo mdx (p<0,01). O peso final dos animais do
grupo tratado com DFZ foi semelhante ao peso final do grupo mdx. O peso final dos animais

do grupo mdx EPA foi 23,7% menor que o peso final do grupo mdx DFZ (p<0,01) (Figura

2).
20
*
*
*
| P
15
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5
0 L — L — L ——— L —
CTRL mdx mdx EPA mdx DFZ

Figura 2: Peso (g) no inicio e término do tratamento. Diferenca significante do inicio do tratamento (*), do

grupo mdx (a) e do grupo mdx EPA(b); (p<0,05, ANOVA).
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4.2 Medida da Forca de tracao

O tratamento com EPA aumentou a for¢a de tragdo (2,69 + 0,71) de camundongos
mdx de 30 dias em comparacio aos mdx nao tratados (2,21 + 0,21; p<0,01); o que ndo foi
observado no tratamento com DFZ (1,88 + 0,57). Adicionalmente, a for¢ca de tragdo dos
animais do grupo mdx EPA ao final do tratamento foi maior em comparagdo a forca dos
animais do grupo mdx DFZ (p<0,01). O tratamento com EPA foi capaz de aumentar a forca

de tracdo dos animais mdx para niveis comparaveis aos dos animais CTRL (2,74 + 0,43)

(Figura 3).
4 - OCTRL i
35 - . b BCTRL f
| Omdx i
3 *a,c
55 | ) @mdx f
o) )
S 2 T [ Emdx EPA i
S, @ mdx EPA f
5 15
= . mmdx DFZ i
mmdx DFZ
0.5 -
0

Figura 3. Efeito do tratamento com EPA e DFZ na for¢a de tragdo dos membros toricicos. Diferenca
significante do valor inicial (*), diferenca significante do CTRL f (a), diferenca significante do mdx f (b), e

diferenca significante do mdx EPA f (c); p<0,05, ANOVA).
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4.3 Niveis plasmaticos de CK

Animais mdx apresentaram niveis de CK quatro vezes maiores que os animais
controle. O tratamento com EPA reduziu em 56% os niveis de CK em comparagdo ao
grupo mdx ndo tratado (p<0,01). O tratamento com DFZ reduziu a CK em 24%, mas essa

reduc¢do ndo foi estatisticamente significante (Tabela 1).

Tabela 1: Média dos valores de CK (U/L) de camundongos de 30 dias dos grupos CTRL, mdx, mdx EPA e
mdx DFZ, Média = desvio padrdo (dp). Diferenca significante do grupo CTRL (a), do grupo mdx (b) e do

grupo mdx EPA (c).

média + dp
CTRL 334,59 + 108,60
mdx 1481,76° + 175,93
mdx EPA  648,58° + 437,13
mdxDFZ  1127,23° + 293,98

4.4 Analise Histopatologica Qualitativa dos miisculos BB e DIA

Os musculos BB (Figura 4) e DIA (Figura 5) de animais controles apresentaram
fibras musculares eosindfilas, de formato poligonal e com nicleo periférico, justapostas a

outras fibras de mesma caracteristica.

Nos animais mdx, os musculos estudados apresentaram dareas de inflamagdo,
inflamacao/regeneracdo, fibras com nucleo periférico e fibras completamente regeneradas
(com nucleo central). Fibras regeneradas foram caracterizadas pelo nucleo centralizado,
cromatina condensada, citoplasma eosinéfilo e didmetro préximo ao de uma fibra muscular

esquelética com nucleo periférico. Fibras em degeneracdo e intenso infiltrado inflamatdério
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foram observadas mais frequentemente no camundongo mdx (Figura 4, mdx). Areas de
inflamacgdo/regeneracdo apresentaram pequenos midcitos fortemente baséfilos com nicleo
central, entremeado por infiltrado inflamatério exuberante, em dreas de grande celularidade

(Figura 4, mdx EPA e mdx DFZ).

Figura 4: Histopatologia do musculo biceps braquial. Sec¢des transversais do musculo biceps braquial de
camundongos controle C57BL/10ScCr/PasUnib (CTRL), mdx tratados com nujol (mdx), mdx tratados com
dcido eicosapentandico (mdx EPA) e com deflazacorte (mdx DFZ). (*) Fibras com nucleo periférico. Setas:

Fibras com niicleo central. Areas circundadas: area de inflamacdo/regenerag¢do. H&E.
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Figura 5: Histopatologia do misculo diafragma. Secg¢des transversais do misculo diafragma de camundongos
C57BL/10ScCr/PasUnib (CTRL), mdx tratados com nujol (mdx), tratados com dcido eicosapentandico (mdx
EPA) e com deflazacorte (mdx DFZ). (*) Fibras com ntcleo periférico. Setas: Fibras com niicleo central.

Areas circundadas: drea de inflamagdo/regeneracio. H&E.

4.5 Analise Histopatologica Qualitativa do misculo QF

O misculo QF do grupo controle apresentou fibras de formato poligonal, com
nucleo periférico e citoplasma eosindfilo, justapostas a outras fibras com caracteristicas
semelhantes. J4 no grupo mdx, notamos dreas de inflamagdo, grandes dreas de

inflamacao/regeneracdo, fibras com NP e fibras completamente regeneradas (com NC).



28

Fibras em degeneracdo e intenso infiltrado inflamatério foram observadas mais
frequentemente no grupo mdx (Figura 6, mdx). Grandes areas de fibras com NC foram

observadas no grupo mdx EPA (Figura 6, mdx EPA).

Figura 6. Histopatologia do musculo quadriceps femoral (QF). Seccdes transversais do misculo QF de
camundongos C57BL/10ScCr/PasUnib (CTRL), mdx tratados com nujol (mdx), tratados com d4cido
eicosapentandico (mdx EPA) e com deflazacorte (mdx DFZ). (*) Fibras com nicleo periférico. Setas: Fibras

com niicleo central. Areas circundadas: drea de inflamagao/regeneracdo. H&E.
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4.6 Analise Histopatologica Quantitativa dos miisculos BB e DIA

Para anélise quantitativa dos musculos BB e DIA foram utilizados os seguintes
pardmetros: ndimero total de fibras musculares, porcentagem de fibras com nicleo
periférico (%NP) e porcentagem de fibras com ntcleo central (%NC). Os resultados sdo

apresentados na tabela 2.

O BB e o DIA de camundongos controles praticamente nio apresentaram fibras com
NC. Aproximadamente, 20% das fibras do musculo BB e 12% das fibras do musculo DIA

apresentaram NC no grupo mdx.

Os tratamentos com dcido eicosapentaendico (EPA) e deflazacorte (DFZ) reduziram
em 45,5% e 36,5%, respectivamente, a porcentagem de fibras com NC do miusculo BB.
Para o musculo DIA, a reducdo na porcentagem de fibras com NC foi de 93% (EPA) e

55,5% (DFZ).

Tabela 2. Média + desvio padrdo das porcentagens de fibras com nicleo central (%NC), nicleo periférico
(%NP) e do nimero total de fibras dos musculos distréficos biceps braquial (BB) e diafragma (DIA) dos

grupos CTRL, mdx, mdx EPA e mdx DFZ; diferenca significante do grupo CTRL (a), do grupo mdx (b) e do

grupo mdx EPA (c).
% NP % NC Total
CTRL 99,50 + 0,15 0,50 + 0,15 1663 + 274,49
- Mdx 79,43;1 +7,86 20,57;1 +786  896+121,69
mdxEPA  88,92°+515  11,08°+515 1226 + 368,74
mdxDFZ  86,98°+3,03 13,02°+3,03 1276 +386,63
CTRL 100,00 + 0,00 0,00 + 0,00 6000 + 0,00
oIA max 88,282 +3,70 11 ,7.2ba + 3,70 6000 + 0,00
mdxEPA  99,19°+0,60  0,81° +0,60 6000 + 0,00
mdxDFZ  94,79°¢+116 521°°+116 6000 + 0,00
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4.7 Analise Histopatologica Quantitativa do misculo QF

Para andlise quantitativa do musculo QF foram utilizados os seguintes parimetros:
dreas com fibras em regeneracdo, dreas com fibras completamente regeneradas (fibras com
nidcleo central - NC) e dreas com fibras que ainda ndo sofreram o processo degenerativo

(fibras com nticleo periférico - NP). Os resultados s@o apresentados na tabela 3.

O musculo QF dos animais controle apresentou 100% de fibras com nicleo
periférico. No QF do grupo mdx, as areas contendo fibras com NC, NP e em regeneracao
foram de 8,5%, 70,28% e 15,70%, respectivamente. O tratamento com DFZ ndo alterou
essas porcentagens. O tratamento com EPA reduziu o NP em 53,8% (p<0,01) e aumentou a

regeneracdo em 240% (p<0,01).

Tabela 3. Média * desvio padrdo das dreas contendo fibras com ntcleo central (%NC), nicleo periférico
(%NP) e em regeneracdo (%REG) do musculo quadriceps femoral (QF) dos grupos CTRL, mdx, mdx EPA e

mdx DFZ. Diferenca significante (p<0,05, ANOVA) do grupo CTRL (a) e do grupo mdx (b).

% NP % NC % REG
CTRL 100,00 0,00 0,00+0,00 0,00 + 0,00
madx 70,28%+6,46 851%+581 1570%+7,03

QF

mdxEPA  3247°+900 9,81+4,87 5346°+870
mdxDFZ  6750+445 377+180 22,58+ 254
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4.8 Immunoblotting
4.8.1 Quantificacao do NF-xB

Os niveis de NF-kB do musculo BB de camundongos mdx foram 85,5% maiores
que os de animais controle. Os tratamentos com EPA e DFZ reduziram os niveis de NF-xB

em 41,7% e 73,5%, respectivamente (Figura 7).

Os niveis de NF-kB do misculo QF de animais controle e mdx foram semelhantes.
Os tratamentos com EPA e DFZ reduziram os niveis de NF-kB em 35,8% e 31%,

respectivamente (Figura 7).

O musculo DIA de camundongos mdx apresentou niveis de NF-xB 42,5% maiores
que os animais controle. Os tratamentos com EPA e DFZ reduziram os niveis de NF-kB em

31,5% e 31%, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Andlise por immunoblotting dos niveis de NF-kB nos musculos biceps braquial (BB), quadriceps
femoral (QF) e diafragma (DIA) dos grupos controle CTRL, mdx, EPA e DFZ. Diferenc¢a significante do
grupo CTRL (a) e do grupo mdx (b); p< 0,05; ANOVA). UA: unidades arbitrarias.
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4.8.2 Quantificacdo do TNF-a

Os niveis de TNF-a do musculo BB de camundongos mdx foram 56,7% maiores

que os de animais controle. Apenas o tratamento com EPA reduziu os niveis de TNF-o em

44,8% (Figura 8).

Os niveis de TNF-a do musculo QF dos animais mdx foram 48,6% maiores em
comparacao aos animais controle. O tratamento com DFZ reduziu os niveis desse fator em
20% em comparacdo aos animais mdx ndo tratados. O EPA ndo alterou os niveis de TNF-a

neste musculo (Figura 8).

O misculo DIA de camundongos mdx apresentou um aumento de 22,5% nos niveis
de TNF-o comparado ao dos animais controle. Houve reducdo de 25% nos niveis desse

fator nos grupos tratados com EPA e DFZ em comparacdo aos animais mdx ndo tratados

(Figura 8).
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Figura 8. Andlise por immunoblotting dos niveis de TNF-oo no musculo biceps braquial (BB), quadriceps
femoral (QF) e diafragma (DIA) dos grupos controle CTRL, mdx, EPA e DFZ. Diferenca significante do
grupo CTRL (a) e do grupo mdx (b); (p< 0,05; ANOVA). UA: unidades arbitrarias.



35

4.8.3 Quantificacao da Calsequestrina esquelética (sCSQ)

Os mdusculos BB, DIA e QF dos grupos CTRL e mdx apresentaram niveis
semelhantes de sCSQ. O tratamento com DFZ nio alterou os niveis de sCSQ em nenhum
dos musculos estudados. O tratamento com EPA reduziu os niveis dessa proteina em 59,5%

apenas no musculo DIA (p<0,01) (Figura 9).
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Figura 9. Andlise por immunoblotting dos niveis de sCSQ nos musculos biceps braquial (BB), quadriceps

femoral (QF) e diafragma (DIA) dos grupos controle CTRL, mdx, EPA e DFZ. Diferenca significante do
grupo mdx (b); (p< 0,05; ANOVA). UA: unidades arbitrérias.
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4.8.4 Quantificacao da Utr

A andlise da Utr indicou que os musculos BB, QF e DIA do grupo CTRL e mdx
apresentaram niveis semelhantes desta proteina. Os tratamentos com EPA e DFZ
aumentaram os niveis dessa proteina em 79,7% (p=0,01) e 157,9% (p<0,001),

respectivamente apenas no musculo DIA (Figura 10).
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Figura 10. Andlise por immunoblotting dos niveis de Utr nos musculos biceps braquial (BB), quadriceps
femoral (QF) e diafragma (DIA) dos grupos controle CTRL, mdx, EPA e DFZ. Diferenca significante do
grupo mdx (b); p< 0,05; ANOVA). UA: unidades arbitrarias.
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5. DISCUSSAO

Anti-inflamatérios esteroides como a prednisolona sao amplamente utilizados como
terapia para a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), mas o seu uso prolongado provoca
efeitos colaterais significativos (DESILVA et al., 1987). Com o objetivo de reduzir os
efeitos colaterais, como ganho de peso e a perda dssea, o glicocorticoide deflazacorte,
derivado da prednisolona, comecou a ser usado amplamente no tratamento da DMD.
Entretanto, seus mecanismos de acdo ndo estdo totalmente esclarecidos (ANGELINI C.,
2007). Algumas hipdteses incluem reducdo da degeneracdo (GAUD et al., 2004), da
mionecrose € da inflamacdo, modulacdo da resposta celular a inflamacdo e aumento da
proliferacdo de células precursores miogénicas ou mioblastos, aumentando, portanto a

regeneracdao (PASQUINI et al., 1995; RIFAI et al, 1995).

Muitos estudos demonstraram efeitos benéficos do 4cido eicosapentaendico (EPA)
no tratamento de algumas doencas como epilepsia (SCHLANGER et al., 2002) e doengas
cardiovasculares (HARPER et al., 2006). O EPA é um agente anti-inflamatério nao
hormonal encontrado em concentracdo elevada em 6leo de peixes (BABCOCK et. al.,
2000; CALDER et. al., 2004) que reduz citocinas pré-inflamatérias (BABCOCK et. al.,
2000) envolvidas na resposta inflamatéria e que acentuam a mionecrose dos musculos

esqueléticos dos mdx (TIDBALL, 2005).

Para compararmos adequadamente a poténcia dos farmacos utilizados neste estudo
(EPA e DFZ), seria importante empregarmos, para ambos, doses equivalentes e minimas
necessarias que promovessem, por exemplo, diminui¢cdo da CK. Adicionalmente, efeitos

colaterais também deveriam ser analisados, o que nos forneceria um quadro mais completo
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desta andlise comparativa. Entretanto, no presente trabalho optamos por doses padronizadas
na literatura e classicamente utilizadas em nosso laboratério, bem como em trabalhos de
outros pesquisadores: EPA (300 mg/kg/dia) (MACHADO et al., 2011) e de DFZ (1,2
mg/kg/dia) (KEELING et al., 2007). Esta conduta nos permitiu comparar dados por nds
obtidos anteriormente, bem como de outros trabalhos publicados na area. Ademais, como
as doses aqui utilizadas exercem seu efeito protetor no tratamento de camundongos mdx,
nosso estudo comparativo ndo fica invalidado. Quanto aos efeitos colaterais, entendemos
que seria dificil tecer comparagdo com os possiveis efeitos em humanos, visto as diferencas
de metabolismo e evolu¢do da doenga, mas seria um enfoque importante em estudos

futuros.

5.1 Peso corporal

Camundongos distroficos tratados com 300mg/kg de EPA apresentaram menor peso
corporal ao final do tratamento quando comparados aos camundongos mdx que receberam
apenas Oleo mineral. Essa diferenca, entretanto, ndo foi observada no grupo tratado com
DFZ. Esses dados diferem da literatura, que ndo relata alteragdo na taxa crescimento de
camundongos mdx tratados com EPA pela mesma via, periodo e dose (MACHADO et al.,
2011). Alguns trabalhos na literatura relatam que o tamanho da ninhada pode interferir na
taxa de alimentagdo e ganho de peso da prole (PLAGEMANN et al., 1999). Durante todo o
tratamento (14° ao 30° dia de vida), os animais foram mantidos com a mée, uma vez que o

desmame ocorre por volta do 20° ao 25° dia de vida. Portanto, como o tamanho da ninhada
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no grupo tratado com EPA foi de oito filhotes, é possivel que isso tenha interferido no
ganho de peso dos animais, visto que nos demais grupos as ninhadas tinham de quatro a

cinco animais.

Estudos anteriores relataram ganho de peso em pacientes distréficos tratados com
DFZ somente a partir dos seis meses de tratamento (BONIFATI et al., 2000).
Provavelmente devido ao curto periodo de tratamento, ndo observamos ganho excessivo de

peso corporal no grupo tratado com DFZ.

5.2 Niveis Plasmaticos de Creatina quinase e Forca de tracao

A creatina quinase (CK) € uma enzima que catalisa a transferéncia de um grupo
fosfato entre a creatina fosfato e a adenosina difosfato (ADP), produzindo creatina, que
pode ser reaproveitada pela célula e adenosina trifosfato (ATP), que se encontra disponivel

para reacOes dependentes de energia na célula.

Os valores de CK no soro podem sofrer alteracdes em caso de lesdo muscular aguda
ou esforco muscular intenso e seus niveis encontram-se altos apds realizacdo de atividade
fisica e em individuos portadores de doencas neuromusculares, como miosite e distrofia
muscular (KATIRJI, 2001). Os niveis de CK apresentam consideravel variacao individual e
assim devem servir apenas como andlise complementar para o diagndstico € monitoramento

da evolugdo das doencas neuromusculares.
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A CK encontra-se de cinquenta a cem vezes acima dos limites superiores dos
valores de referéncia em pacientes distroficos (ENGEL et al., 1994) e também se mostra

elevada durante toda a vida dos animais mdx (YOSHIDA et al., 20006).

Nossos resultados demonstram que os animais dos grupos tratados com EPA e DFZ
apresentaram diminuicdo dos valores de CK quando comparados ao mdx. Estes achados
estdo de acordo com a literatura, que relata protecdo contra a mionecrose em camundongos
tratados com EPA (MACHADO et al.,, 2011) e com DFZ (MESSINA et al., 2009;
ARCHER et al., 2006). Adicionalmente, o EPA mostrou-se mais eficaz que o DFZ, pois
reduziu os niveis plasmaticos de CK em 56%, enquanto que a reducdo com o DFZ foi de

24%, p<0,05.

De acordo com a literatura, o tratamento de pacientes distréficos com 0,9 mg/kg de
deflazacorte foi capaz de retardar a perda de deambulacdo e aumentar a forca muscular
(HOUDE et al., 2008). Nao ha relato na literatura de que o tratamento com EPA possa
aumentar a forca muscular. De acordo com nossos dados, apenas o EPA aumentou a forca

de tracdo de camundongos mdx de 30 dias, p<0,01).

Concluindo, estes dados mostram que o EPA, na dose de 300mg/kg/dia, foi mais
eficaz que o DFZ, na dose de 1,2 mg/kg/dia, em reduzir a CK e melhorar a for¢a muscular
de camundongos distréficos, sugerindo que o EPA possa ser uma alternativa para a terapia

das distrofinopatias.
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5.3 Efeitos do EPA e DFZ sobre a mionecrose dos musculos BB e DIA

Os tratamentos com EPA e DFZ aumentaram a porcentagem de fibras com NP
(fibras que ndo sofreram degeneracdo) e reduziram a porcentagem de fibras com NC (fibras
regeneradas) quando comparadas ao grupo mdx. O EPA e o DFZ reduziram de modo
semelhante em 45,5% e 36,5%, respectivamente, a porcentagem de fibras com NC do
musculo BB. Para o musculo DIA, a reducdo na porcentagem de fibras com NC foi de 93%
(EPA) e 50,8% (DFZ) e houve diferenca significante entre os tratamentos (p<0,01). Esses
dados histologicos refletem a reducdo da degeneracdo muscular, indicada pelos valores de

creatina quinase e o ganho de forca de tracdo observado nos grupos tratados.

5.4 Efeitos do EPA e DFZ sobre a regeneracao do misculo QF

z

Até o momento, a literatura € relativamente escassa quanto a histopatologia do
musculo quadriceps femoral (MUNTONI et al., 1993). No presente trabalho, fornecemos
dados interessantes sobre este musculo, que contribuem para o melhor entendimento do

grau de acometimento dos diferentes musculos esqueléticos distroficos.

A porcentagem da drea do QF com fibras em REG foi de 15,7% para o grupo mdx.
Esses valores estao de acordo com (MUNTONI et al., 1993) e permitem-nos sugerir que 0s
primeiros sinais de degeneracdo nesse musculo aparecam antes dos vinte dias de vida
quando € relatado o inicio da degeneracdo nos musculos esqueléticos (TANABE et al.,
1986; GROUNDS et al., 2008; DISATNIK et al., 1998) e/ou que esse miusculo seja

acometido em maior grau pela mionecrose. Sendo assim, a inflamacdo pode ndo ser um
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fator importante para a mionecrose do QF, mas sim o stress mecanico (aumento da

deambulacdo do animal) e por isso o0 EPA nido protegeu o QF contra a degeneracao.

O tratamento com EPA reduziu o NP em 53,8% (p<0,001) e aumentou a
regeneracdo em 240% (p<0,001). Uma das possibilidades para explicar este achado € a de
que o EPA possa ter diminuido a apoptose das células satélites musculares, aumentando o
pool disponivel para regeneragdo (MAGEE et al., 2008). De acordo com a literatura, o
glicocorticoide dexametasona também € capaz de proteger contra a mionecrose € aumentar
a proliferacdo de células precursoras miogénicas (PASQUINI et al., 1995; RIFAI et al,
1995). Entretanto, o tratamento com DFZ parece ndo ter interferido na sobrevivéncia das

células satélites, pois ndo alterou a regeneragdo dos camundongos mdx.

5.5 Efeitos do EPA e DFZ sobre a inflamaciao (NF-xB e TNF-)

O NF-xB (fator nuclear kappa B) é um fator de transcri¢do que regula a expressao
de vdrios genes, especialmente aqueles envolvidos na resposta inflamatdria e no stress
agudo (KARIN & DELHASE., 2000). O NF-kB € mantido no citoplasma na sua forma
inativa através da interagdo com proteinas inibitorias, I-kappaB (I-xB). Quando fosforilada,
a [-xB sofre degradacdo proteolitica e permite que o NF-kB entre no nticleo e controle os
genes alvos (SENFTLEBEN & KARIN., 2002). Altera¢des na sinalizacdo do NF-xB estao

presentes na DMD e em camundongos mdx (MONICI et al., 2003; ACHARYYA et al.,

2007). Segundo KUMAR et al., 2003, musculos esqueléticos de camundongos mdx
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apresentam ativacdo do NF-kB antes mesmo do estabelecimento da distrofia, o que

aumentaria os niveis de TNF-a e IL-1.

O TNF-a é uma citocina inflamatéria produzida por macréfagos e células
musculares e de grande importancia para a mionecrose das células musculares distréficas
(VASSALLLI, 1992). Pacientes com DMD e camundongos mdx apresentam niveis elevados
de TNF-a (GROUNDS et al., 2008). Terapias farmacoldgicas que reduzem o infiltrado
inflamatério (HODGETTS et al, 2006) e inibem mecanismos sinalizadores dependentes de
TNF-o. (WATERS et al., 2010) melhoram o quadro distrofico, demonstrando o papel da

inflamacdo e do TNF-a na progressao da distrofia muscular.

De acordo com nossos dados, os musculos biceps braquial (BB) e diafragma (DIA)
de camundongos mdx de 30 dias apresentaram maiores niveis de NF-xB e também de TNF-
o.. Maiores niveis de TNF-a no DIA do que no BB de camundongos mdx podem estar
relacionados a uma menor porcentagem de fibras com NC (11,7%) neste musculo, em
comparacdo aos 19,3% de fibras com NC do BB (p=0,04), indicando que a maioria das

fibras do diafragma ainda ndo sofreu mionecrose.

O musculo QF do grupo mdx, por sua vez, apresentou niveis de NF-kB semelhantes
aos do grupo controle. O estudo da atividade do NF-«B no misculo gastrocnémio de
animais controles e mdx dos 6 aos 49 dias de vida pds-natal, revelou que os mdx
apresentaram maior atividade de NF-xB aos 6, 25 e 49 dias de vida pds-natal, enquanto

animais controles apresentaram progressiva redu¢do na atividade desse fator para 0 mesmo

periodo. Se esperarmos um mesmo padrdo de atividade no musculo QF, por ser também um
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musculo da pata, o aumento de NF-kB também pode ter ocorrido antes dos 30 dias, quando
entdo deve ter se iniciado a mionecrose. Isto explicaria os menores niveis de NF-xB, bem
como o aumento da regenera¢do, em comparaciao ao grupo controle e aos demais musculos

distréficos analisados, no periodo aqui estudado.

Segundo modelo proposto por KUMAR & BORIEK, 2003, o estiramento mecanico
induz atividade do NF-xB pela via candnica através da geracdo de radicais livres. A
estimulagcdo persistente causada pelo stress mecanico ou pela alca de retroalimentagcdo
positiva envolvendo citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1, levaria a um aumento
exacerbado de NF-xB que resultaria na distrofia muscular. No presente trabalho,
demonstramos que os tratamentos com EPA e DFZ foram eficazes em proteger contra
mionecrose através da reducdo dos fatores inflamatérios TNF-a e NF-kB, ainda que essa
redu¢do nao tenha sido significante em alguns musculos. Entretanto, como o NF-xB
também faz parte de outras vias de sinalizacdo, ressaltamos a importincia do melhor
entendimento do papel do NF-xB na via de inflamagdo, antes de explord-la com novas

terapias farmacoldgicas.

5.6 Efeitos do EPA e DFZ sobre o tamponamento de calcio (sCSQ)

Sabendo que a entrada de ions célcio na mitocOndria pode levar a producdo de
espécies reativas de oxigénio e que estas, por sua vez, aumentam a ativacao do NF-kB e do

TNF-a, levantamos a hipétese de que a reducdo desses fatores nos grupos tratados com
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EPA e DFZ poderia estar relacionada a um melhor tamponamento de célcio pelo reticulo
sarcoplasmatico (RS). Para testar nossa hipétese, quantificamos os niveis de calsequestrina

esquelética.

A calsequestrina é uma proteina responsdvel pela estocagem de Ca** no RS de
musculos esqueléticos, localizando-se no limen do RS. Existem duas formas de
calsequestrina: a esquelética e a cardiaca, sendo que a forma esquelética € expressa nas
fibras de contracao rapida e de contracdo lenta e € ausente no coracdo (ARAI et al., 1992;
BIRALD et al.,1992; DAMIANI; MARGRETH, 1994). A sinalizacdo dependente de calcio
estd alterada nos camundongos mdx (ALLEN et al., 2010) que também apresentam elevada
concentracdo de célcio intracelular e dentro de outros compartimentos celulares, como o RS
e mitocondria (MALLOUK et al., 2000). O calcio bombeado para o RS se liga a
calsequestrina, cuja capacidade de se ligar ao Ca®* estd reduzida nos mdsculos distréficos
(CULLIGAN et al., 2002). Varios estudos indicam que a calsequestrina estd envolvida no

processo de liberagdo de célcio.

Nao encontramos diferenca significante entre os niveis de sCSQ de musculos
normais e distroficos, embora tenha ocorrido uma tendéncia a menores valores desta
proteina no grupo mdx. Esses dados estdo de acordo com os estudos de CULLIGAN e
colaboradores (2002) que observaram redugdo nas proteinas semelhantes a calsequestrina
CLP-150, CLP-170 e CLP-220 no mdx, mas ndo encontraram diferenca entre a
calsequestrina de musculos normais e distréficos. A reduc@o de proteinas semelhantes a

CSQ pode prejudicar o processo de sequestro de cdlcio pelo RS.
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Glicocorticoides sao capazes de reduzir o influxo de cédlcio para o meio intracelular
(PASSAQUIN et al., 1998). Embora nao tenhamos avaliado a concentracdo de cdlcio
intracelular, é razodvel supor que o tratamento com o glicocorticoide DFZ tenha diminuido
o influxo de cdlcio para o meio intracelular, diminuindo a captacao desse ion pelo RS e

justificando a inalteragdo dos niveis de sCSQ observada no grupo tratado com DFZ.

O tratamento com EPA parece interferir no tamponamento de cdlcio ao reduzir os
niveis da sCSQ nos musculo DIA. Embora ndo ha relato na literatura de que o &4cido
eicosapentaendico possa interferir no tamponamento de célcio, € possivel que o EPA tenha
se incorporado ao sarcolema da fibra distrofica, aumentando sua estabilidade e reduzindo o
influxo desse ion. Com isso, uma menor concentracdo de cdlcio intracelular estaria

disponivel para captacdo pelo RS, justificando a reducdo dos niveis da sCSQ.

Uma vez que alteragdes no influxo de calcio podem estar relacionadas a mudancas
em outras proteinas do RS relacionadas ao célcio, como a SERCAI, a regucalcina e o
receptor de rianodina (BEARD et al., 2002), seria interessante investigar se 0 EPA também

pode afetar os niveis dessas proteinas.

Concluindo, sugerimos que a protecao contra mionecrose conferida pelo EPA e pelo
DFZ pode estar relacionada a um melhor tamponamento de cdlcio intracelular, que
indiretamente pode ter afetado os niveis da sCSQ no interior do RS. Entretanto, estudos
posteriores sobre os niveis do célcio intracelular, bem como de outras proteinas envolvidas

no tamponamento do célcio, seriam necessarios para aprofundar este mecanismo.
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5.7 Efeitos do EPA e DFZ sobre a estabilidade do sarcolema (Utr)

A utrofina é uma proteina de 430 kDa, que compartilha 80% de homologia com a
distrofina (TINSLEY et al., 1992). Ela est4 presente no espaco submembrana das células
musculares normais durante a embriogénese, mas encontra-se restrita a jungdo
neuromuscular ap6s o nascimento (PONS et al., 1991). Musculos distréficos de humanos
adultos e de camundongos mdx apresentam maiores niveis de Utr do que musculos normais,
estando a utrofina presente ao longo de todo o sarcolema (THI MAN et al., 1991).
Entretanto, o exato mecanismo que causa O aumento dessa proteina nos musculos

distroficos ainda € desconhecido.

Alguns autores afirmam que a Utr pode compensar funcionalmente a falta da
distrofina, pois ambas as proteinas se associam ao mesmo complexo sarcolemal de
glicoproteinas (MATSUMURA et al.,, 1992) e assim, a sua superexpressdao poderia
melhorar o quadro distréfico (TINSLEY et al., 1998). Para investigar se a protecao contra
mionecrose nos grupos tratados com EPA e DFZ poderia estar relacionada a uma maior
estabilidade do sarcolema, conferida pelo aumento da utrofina, quantificamos os niveis

desta proteina.

O musculo QF do grupo mdx apresentou uma tendéncia a maiores niveis de Utr em
comparacdo ao grupo controle, embora os valores ndo tenham sido estatisticamente
significantes. Fibras em estdgio inicial de regeneracdo apresentam maior intensidade de
imunomarcagdo para a utrofina; essa marcagdo diminui, gradualmente, conforme a fibra se

torna madura (SHIM et al., 2003). Assim, o aumento de utrofina observado no QF dos mdx
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(tratados e ndo tratados) talvez possa ser explicado pela maior quantidade de fibras em
regeneracdo observadas nestes grupos. Entretanto, outros fatores podem estar envolvidos,
visto que alguns trabalhos sugerem que o aumento de Utr em miusculos distréficos ocorre
independentemente do processo de regeneracdo (WEIR et al., 2004).

Sabe-se que a dexametasona € capaz de aumentar os niveis de utrofina de células
musculares em cultura, atuando posteriormente a transcricdido do RNA mensageiro
(PASQUINI et al., 1995). De fato, no presente estudo observamos aumento da Utr no DIA
in vivo, apds tratamento com o DFZ e com o EPA. Até o presente momento, ndo ha relato
na literatura de que o EPA possa interferir em proteinas estruturais do CDG.

Concluindo, estes dados sugerem que o EPA e o DFZ possam atuar na estrutura
molecular do CDG (aumento da utrofina) e assim contribuir, pelo menos em parte, para o

aumento da estabilidade do sarcolema, protegendo contra a mionecrose.

5.8 EPA x DFZ

De modo geral, nossos resultados indicam que os efeitos protetores obtidos com o
EPA foram compardveis aos do DFZ. Se tomarmos como base o musculo diafragma, que
serd o mais prejudicado pela distrofinopatia e levard o paciente a morte por faléncia
respiratdria, nossos resultados permitem sugerir que o EPA € tdo ou mais eficaz que o DFZ
para o tratamento da DMD, pois reduz citocinas inflamatérias (NF-xB e TNF-a) e aumenta
os niveis de utrofina. No entanto, com o avanco dos estudos sobre técnicas de ventilagao
mecanica e treinamento respiratdrio, as mortes por comprometimento cardiaco tornaram-se

frequentes, afetando cerca de 40% dos portadores de DMD (BAXTER, 2006). Assim,
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estudos posteriores de longo prazo, que avaliem os efeitos colaterais e os efeitos do EPA
sobre a musculatura cardiaca seriam interessantes e necessarios para estabelecimento da
terapia com dcidos graxos no tratamento da DMD.

A andlise do misculo quadriceps femoral nos permitiu observar alguns efeitos do
EPA sobre a regeneracdo muscular. Aparentemente, o EPA promoveu a regeneracdo do
musculo quadriceps. Entretanto, seriam necessarios estudos posteriores para melhor avaliar
os efeitos do EPA na regeneracdo, tais como a interferéncia desse 4cido graxo na
sobrevivéncia de células satélites, ou seus efeitos em moléculas envolvidas com a

regenera¢cdo muscular, tais como a MyoD e a miogenina.
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6. CONCLUSAO

Os tratamentos com EPA e DFZ diminuiram os niveis de importantes fatores
inflamatérios (NF-xB e TNF-a) envolvidos na degeneracdo das fibras musculares
distréficas. Isto sugere que o EPA, tal como os corticoides anti-inflamatérios, modula a

inflamacdo através da inibi¢ao da via inflamatéria mediada pelo NF-kB.

O EPA parece interferir, ainda que indiretamente, no tamponamento de cédlcio no

musculo diafragma ao reduzir os niveis da sCSQ.

Tanto o EPA quanto o DFZ parecem atuar na estrutura molecular do CDG
(aumentando a utrofina) e desta forma podem contribuir, pelo menos em parte, para o

aumento da estabilidade do sarcolema, protegendo contra a mionecrose.
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