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Resumo

Em fibras musculares distréficas de camundongos mdx e na distrofia muscular de Duchenne
(DMD), a deficiéncia da distrofina provoca lesdao do sarcolema e degeneragdao muscular. Esta
deficiéncia estd associada a alteracOes na estabilidade do sarcolema e aumento dos niveis
intracelulares de célcio, que podem provocar mionecrose. O mecanismo exato que provoca a
lesio da membrana e a mionecrose sdao desconhecidos. Uma das hipdteses é que a resposta
inflamatéria endégena pode aumentar a lesdo do sarcolema devido a auséncia da distrofina. O
processo inflamatério estd associado com a regeneracdo muscular e com o reparo tecidual.
Antiinflamatérios ndo-esterdides (AINE) podem reduzir a inflamacdo que ocorre como
conseqiiéncia de lesdo muscular através da inibicao das ciclo-oxigenases, provocando reducdo da
sintese de prostaglandinas. Estudos anteriores mostraram que houve atraso da regeneracdo
muscular apds a utilizacdo de AINE. Neste estudo, foi verificado se os AINE naproxeno e
nimesulida reduzem a mionecrose no camundongo mdx, um dos modelos experimentais da DMD.
Camundongos mdx (n= 48) com 21 dias de idade receberam injecOes intraperitoneais de
naproxeno (10 mg/kg de peso corporal) ou de nimesulida (25 mg/kg de peso corporal) durante 15
ou 30 dias consecutivos. Camundongos mdx ndo tratados receberam injecdo intraperitoneal de
solucdo salina. Para a observacdo e contagem de fibras em degeneracdo, trés animais de cada
grupo receberam injecdo intraperitoneal de azul de Evans (AE), marcador que indica alteracOes
de permeabilidade do sarcolema. Seccdes transversais dos musculos esternomastdide (STN) e
tibial anterior (TA) foram coradas com hematoxilina-eosina. A secc¢do total transversa foi
dividida em &rea de infiltrado inflamatério, com fibras em estdgios iniciais de regeneracao (areas
INFL/REQG), e dreas com fibras em estidgio avangcado de regeneracio (4dreas REG). Estas dreas
foram expressas como porcentagens da drea seccional transversa total. O nimero de fibras
regeneradas (fibras com ntcleo central), fibras com nucleo periférico e fibras em degeneragdo
(positivas ao corante AE) foram quantificadas. O naproxeno mostrou-se mais efetivo que a
nimesulida na diminui¢do da mionecrose, influenciando de maneira diferenciada os ciclos de
degeneracdo/regeneracdo de musculos distroficos, principalmente quando utilizado nos estdgios
iniciais destes ciclos. Concluimos que a utilizacdo de inibidores da produ¢do de prostaglandinas
nao prejudica a regeneracao muscular de camundongos mdx, podendo ser uma alternativa para o
tratamento de miopatias, especialmente se associada a outros farmacos de agdo mais direta na
protecdo a mionecrose.

Palavras-chave: camundongo mdx, regeneracao muscular, mionecrose, nimesulida, naproxeno.
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Abstract

In dystrophin-deficient fibers of mdx mice and in Duchenne muscular dystrophy (DMD), the lack
of dystrophin leads to sarcolemma breakdown and muscle degeneration. The lack of dystrophin is
associated with changes in membrane stability and increased levels of calcium in the muscle
fiber, which leads to myonecrosis. The exact mechanism determining the sarcolemmal lesion and
myonecrosis is unknown. One hypothesis is that the endogenous inflammatory response
exacerbates the muscle fiber membrane damage due to the lack of dystrophin. Inflammation has
also been associated to muscle regeneration and repair. Non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAID) can reduce inflammation following injury by inhibiting cyclooxygenase and leading to
a reduction in prostaglandin synthesis. Previous experimental studies have indicated delayed
muscle regeneration after NSAID. In this work, we verified the effects of the cyclooxygenase
inhibitors, naproxen and nimesulide, on the extent of myofiber necrosis in the mdx mice model of
DMD. Mdx mice (n=48) at 21 days after birth received daily intraperitoneal injections of
naproxen (10 mg/kg body weight) or nimesulide (25 mg/kg body weight) for 15 or 30 days.
Untreated mdx mice were injected with saline. To measure muscle fiber damage, some mice were
injected with Evans blue dye (EBD; n=3), a marker of sarcolemmal lesion. Cryostat cross-
sections of the sternomastoid (STN) and tibialis anterior (TA) muscles were stained with
hematoxylin and eosin. The whole cross-sectional area of the muscles was divided into areas of
inflammatory infiltrate with early regenerating fibers (INFL/REG areas) and areas with late
regenerated fibers (REG areas). These areas were expressed as a percentage of the total cross-
section area. The number of regenerated fibers (central nucleated fibers), fibers with peripheral
cell nuclei and degenerated fibers (positive to EBD) was counted. Naproxen was more effective
than nimesulide in decreasing myonecrosis. We concluded that the use of prostaglandin inhibitors
does not impair muscle regeneration in the mdx mice. They could be useful therapeutic
alternatives in the treatment of DMD, but should be accompanied by other strategies directed
against muscle degeneration.

Keywords: mdx mice, muscle regeneration, muscle degeneration, nimesulida, naproxen.



1. INTRODUCAO



A Distrofia Muscular de Duchenne ¢ uma doenga autossdmica recessiva ligada ao
cromossomo X que acomete um em cada 3.500 nascidos vivos do sexo masculino (SWASH;
SCHWARTZ, 1998; BIGGAR, 2006). E transmitida somente pelos individuos do sexo feminino
e afeta apenas os individuos do sexo masculino (SWASH; SCHWARTZ, 1998). Esta distrofia
afeta primariamente a musculatura estriada esquelética e cardiaca. Os primeiros sinais do
acometimento se tornam evidentes no inicio da infincia e a evolugdo da doenga progride com
perda progressiva da musculatura, substituicdo das fibras musculares por tecido fibroadiposo e
aumento do tecido conjuntivo intersticial (SEIXAS et al., 1997). No inicio da segunda década de
vida a maioria dos individuos perde a capacidade de deambular e fica dependente de cadeira de
rodas (CHAKKALAKAL et al., 2005). Embora a utilizagdo de recursos terapéuticos seja capaz
de melhorar qualidade de vida dos portadores da DMD, na maioria dos casos o 6bito ocorre ao
fim da segunda década de vida por faléncia cardio-respiratoria (ENGEL; YAMAMOTO;
FISCHKHBECK, 1994; BOGDANOVICH et al., 2004).

A alteracdo genética ocorrida na DMD causa modificacdo do gene responsavel pela
codificacdo da proteina distrofina, proteina que integra um complexo protéico denominado
complexo distrofina-glicoproteinas (CDG). Este complexo € responsavel pela conexao entre o
citoesqueleto da fibra muscular e a matriz extracelular, sendo importante para a manutengdo da
estabilidade mecéanica das fibras musculares (PETROF, 2002).

Em auséncia de distrofina a estabilidade deste complexo ¢ prejudicada e as fibras ficam
sujeitas a ocorréncia de lesdes em seu sarcolema, principalmente durante os ciclos de contragdo
e relaxamento aos quais os musculos sdo submetidos durante sua atividade. As lesdes do
sarcolema permitem o influxo exacerbado de ions célcio, ativacdo de proteases enddgenas
dependentes do calcio, inibicdo da atividade mitocondrial e hipercontracdo da fibra muscular

(CHAKKALAKAL et al., 2005).



Os musculos distroficos, além de serem susceptiveis a lesdo do sarcolema, ndo
apresentam capacidade regenerativa suficiente para compensar a degeneracdo muscular. Nestes
musculos, as fibras degeneradas sdo substituidas por tecido fibroadiposo e, gradualmente, ocorre
perda funcional (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHKHBECK, 1994).

O camundongo da linhagem mdx (X-chromosome linked muscular dystrophy) é o animal
mais utilizado como modelo da DMD devido a facil disponibilidade e baixo custo de produgdo e
manutengdo (TANABE; ESAKI; NOMURA, 1986; HAMER et al., 2002; SASAOKA et al.,
2003). Estes animais apresentam deficiéncia do gene responsavel pela expressao da distrofina,
assim como na DMD (SICINSKI et al., 1989). No entanto, eles apresentam ciclos de
regeneracdo muscular que parecem compensar adequadamente a degeneragdo muscular e,
simultaneamente, ocorre menor acumulo de tecido conjuntivo € menor perda funcional quando
comparados ao quadro da distrofinopatia humana (YABLONKA-REUVENI; ANDERSON,
2006).

No tratamento da DMD as estratégias farmacoldgicas t€ém como objetivo principal a
diminui¢do do acometimento muscular, minimizando os prejuizos funcionais decorrentes da
doenca (PORTER et al., 2002). Os antiinflamatorios costicosterdides sdo farmacos muito
utilizados na tentativa de minimizar a evolucao da doenca. Porém seus efeitos colaterais sao
severos (MUNTONI et al., 2002; KHURANA; DAVIES, 2003; PARREIRA et al., 2007,
RADLEY et al., 2007; MANZUR et al., 2008). A utilizagdo de estratégias farmacologicas
alternativas, como o uso de antiinflamatorios nao-esteroéides (AINE) torna-se uma opgao, visto
que estes farmacos provocam efeitos colaterais de menor gravidade (ALMEKINDERS;
GILBERT, 1986; SHEN et al., 2006).

Os efeitos dos AINE na biologia dos musculos esqueléticos sdo tradicionalmente

estudados apos inducdo da lesdo muscular em musculos normais (MISHRA et al., 1995;



THORSSON et al., 1998, MACKEY et al., 2007), sendo controversos os resultados obtidos.
Alguns estudos relatam que a regeneracdo muscular ndo sofre atraso em decorréncia do uso dos
AINE (JARVINEN et al., 1992; THORSSON et al., 1998). Outros mostram que a utilizacao de
AINE pode comprometer a regeneracdo muscular que se segue a lesdo (MISHRA et al., 1995;
para revisdo ver PRISK; HUARD, 2003; MACKEY et al., 2007). Alguns estudos demonstraram
ainda ndo haver prejuizo da forca muscular apds a utilizagdo destes farmacos, mesmo com o
possivel atraso da regeneracdo muscular (ALMEKINDERS; GILBERT, 1986; OBREMSKY et

al., 1994).

1.1 A Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ o tipo mais comum de distrofia e ocorre em
1 a cada 3.500 nascidos vivos do sexo masculino (PETROF, 1998). E uma doenga autossdomica
recessiva ligada ao cromossomo X e, devido a esta caracteristica, ¢ transmitida somente pelos
individuos do sexo feminino e afeta apenas os individuos do sexo masculino (SWASH;
SCHWARTZ, 1998).

A alteracdo primaria ocorrida na DMD ¢ a mutacdo no gene responsavel pela codificagido
da proteina distrofina, resultando em defici€éncia na expressao desta proteina ou na expressao de
formas mutantes da mesma (HOFFMAN; BROWN; KUNKEL, 1987). A distrofina é codificada
por um gene que possui 2,4 megabases de DNA localizado na banda Xp21 do brago curto do
cromossomo X e que ocupa cerca de 1% de todo este cromossomo (ENGEL; YAMAMOTO;
FISCHKHBECK, 1994). Devido ao seu tamanho e complexidade, a freqiiéncia com que

ocorrem mutacdes, delecdes ou duplicacdes neste gene € alta (SEIXAS et al., 1997).
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Figura 1: Representagdo esquematica do complexo distrofina-glicoproteinas. Adaptado de Watchko, O’Day e

Hoffman, 2002.

A distrofina faz parte de um complexo denominado complexo distrofina-glicoproteinas
(CDG), representado na Figura 1. Este complexo atravessa o sarcolema e estabelece uma ligacao
mecanica entre o citoesqueleto da fibra muscular e a matriz extracelular, sendo responsavel pela
estabilidade mecanica das fibras musculares (PETROF, 2002). Na auséncia da distrofina, a
estabilidade deste complexo ¢ prejudicada e as fibras ficam sujeitas a ocorréncia de lesdes no
sarcolema, principalmente durante os ciclos de contracdo e relaxamento. Os musculos
distroficos ndo apresentam capacidade regenarativa suficiente para compensar a degeneragdo

muscular e as fibras degeneradas sdo substituidas por tecido fibroadiposo e, gradualmente, os



musculos afetados apresentam perda funcional (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHKHBECK,
1994).

Os individuos afetados pela DMD apresentam-se clinicamente normais ao nascimento e
por volta de 2 a 5 anos de idade apresentam os primeiros sinais clinicos. Estes sinais incluem
atraso no desenvolvimento motor, dificuldade para correr, andar e subir escadas, quedas
freqiientes, hipertrofia dos musculos da panturrilha e fraqueza muscular progressiva.
Geralmente, por volta dos 20 anos de idade esta patologia leva a obito por faléncia respiratoria

ou cardiaca (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHKHBECK, 1994).

1.2 O camundongo mdx como modelo da distrofia muscular de Duchenne

O camundongo mdx foi o primeiro modelo experimental da DMD e ¢ o mais utilizado
nos estudos relacionados a esta patologia (TANABE; ESAKI; NOMURA, 1986; HAMER et al.,
2002; SASAOKA et al., 2003). Esta linhagem, denominada C57BL/10 mdx (X chromosome-
linked muscular dystrophy) surgiu espontaneamente da linhagem C57BL/10 e foi descoberta ao
acaso durante a realizacdo de estudos sobre alteragdes nos globulos vermelhos (BULFIELD et
al., 1984). Nestes animais, o nivel plasmatico da creatinoquinase (CK) mostrou-se elevado,
sugerindo degeneragcdo muscular (HOFFMAN; BROWN; KUNKEL, 1987). Posteriormente, foi
confirmada a deficiéncia do gene responsavel pela expressdo da distrofina em virtude de
alteracdo genética semelhante a ocorrida na DMD (SICINSKI et al., 1989). Nestes
camundongos, a analise histologica de musculos estriados esqueléticos revelou a existéncia de
degeneracdo e regeneracdo muscular, semelhante ao que ocorre em portadores da DMD
(BULFIELD et al., 1984). No entanto, nos camundongos mdx os ciclos de regeneragao muscular

parecem compensar adequadamente a degeneracdo muscular. Estes animais apresentam menor



acumulo de tecido conjuntivo e menor perda funcional quando comparados a distrofinopatia
desenvolvida em humanos (YABLONKA-REUVENI; ANDERSON, 2006).

A degeneragdo das fibras musculares nestes animais se inicia por volta dos 20 dias de
vida pos-natal e ¢ seguida por uma rapida resposta de regeneragdo muscular. Por volta dos 30
dias, as fibras musculares mostram alteracdes histologicas e, entre 60 e 90 dias, mais de 50% das
fibras musculares encontram-se em processo de regeneracdo, mostrando nucleo central e
didmetro variavel. Em torno de 120 dias, praticamente todas as fibras musculares apresentam
nicleo central indicando que elas encontram-se regeneradas (TANABE; ESAKI; NOMURA,
1986; PASTORET; SEBILLE, 1995). Com o passar do tempo, a capacidade de regeneracdo
muscular diminui, provavelmente devido a exaustdo das células satélites (LUZ; MARQUES;
NETO, 2002), que sdo as células precursoras das células musculares e responsaveis pela
regeneracdo muscular (para revisdo ver DAWHAN; RANDO, 2005). Por volta dos 20 meses de
idade estes animais apresentam substituicdo das fibras musculares degeneradas por tecido
conjuntivo fibroso, as caracteristicas histologicas de seus musculos tornam-se semelhantes as
observadas em humanos e eles apresentam fraqueza muscular progressiva (LEFAUCHEUR;
PASTORET; SEBILLE, 1995).

Apesar das semelhangas existentes, ha diferencas entre o desenvolvimento da distrofia
nos camundongos mdx ¢ nos humanos portadores da DMD. Nos camundongos mdx, os dois
sexos sdo afetados e as fibras tém capacidade de se regenerar sucessivamente apds a
degeneragdo durante grande parte da vida do animal (revisdo ver CULLEN; JAROS, 1988).
Apenas os camundongos mdx idosos apresentam perda funcional da musculatura (PASTORET;
SEBILLE, 1995; para revisao ver DECONINK; DAN, 2007). Nos humanos, apenas o sexo
masculino ¢ afetado pela DMD e a perda funcional ocorre ainda no inicio da infancia (para

revisdio ver ENGEL; YAMAMOTO; FISCHKHBECK, 1994). Esta diferenca pode ser



justificada pela existéncia de mecanismos compensatorios nos camundongos mdx, tais como
maior capacidade de regeneracdo das fibras musculares ou substituicdo da distrofina pela
utrofina. A utrofina ¢ uma proteina de estrutura homoéloga a distrofina localizada na face
citoplasmatica do sarcolema durante o desenvolvimento fetal e, apoés o nascimento, localizada
apenas na face citoplasmatica das jungdes neuromusculares e miotendinosas (DECONINK et al.,
1997; BONUCCELLI, 2003). Nos camundongos mdx a utrofina é expressa em maiores
quantidades (para revisao ver DECONINK et al., 1997) e localiza-se na face citoplasmatica do
sarcolema, substituindo a distrofina. A utrofina desempenha fun¢do semelhante a que seria
desempenhada pela distrofina (para revisdo ver BLAKE et al., 2002). Possivelmente, esta
substituicdo faz com que os mdx apresentem um quadro de distrofia menos severo que o

observado em humanos (ERVASTI, 2007).

1.3 Distrofina e complexo distrofina-glicoproteinas

A distrofina ¢ uma proteina com massa molecular relativa de 427kDa localizada na face
citoplasmatica do sarcolema. Esta proteina liga os filamentos de F-actina a um complexo de
glicoproteinas do sarcolema (SUNADA; CAMPBELL, 1995). Este complexo de proteinas, junto
com a distrofina, forma o complexo distrofina-glicoproteinas (CDG); (Figura 1).

Estruturalmente, a distrofina possui quatro dominios distintos: o primeiro corresponde a
uma das extremidades da proteina e possui um radical NH,, sendo chamado de amino-terminal;
o segundo e maior dominio corresponde a um segmento em forma de bastdo; o terceiro ¢ um
dominio rico em cisteina; e o quarto dominio corresponde a outra extremidade da distrofina e
possui um radical —COOH, sendo denominado carboxi-terminal (para revisdo ver ERVASTI,

2007).



Além da distrofina, as outras proteinas que fazem parte deste complexo sdo as
distroglicanas (a e ), sarcoglicanas (a, B, y € 0), sarcospan, distrobrevina (o) e sintrofinas (al e
B1) (DURBEEJ; CAMPBELL, 2002).

A oa-distroglicana encontra-se no espago extracelular, onde se liga a laminina-2 da
lamina basal e a B-distroglicana, que ¢ uma proteina transmembrana. A B-distroglicana serve de
ligacdo entre a a-distroglicana e a distrofina (WATCHKO; O’DAY; HOFFMAN, 2002).

O grupo das sarcoglicanas ¢ composto por quatro subunidades de proteinas
transmembrana: a, B, y e 6-sarcoglicanas, que se ligam entre si e funcionam como uma proteina
unica. As sarcoglicanas se ligam a a-distroglicana (OZAWA et al., 2005).

As sintrofinas sdo proteinas intracelulares que, nas células musculares, existem sob a
forma das subunidades al e Pl. Ambas se ligam diretamente ao terminal C da distrofina
(STRAUB; CAMPBELL, 1997; JONES et al., 2003). A al-sintrofina liga-se também a enzima
oxido 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 - iNOS) também
sejam encontradas. Nas fibras musculares, a nNOS ¢ encontrada proximo ao sarcolema, ligada a
ol-sintrofina e também livre no citosol. Em auséncia da distrofina, esta enzima encontra-se
somente no citosol e sua quantidade total ¢ reduzida, assim como sua atividade e a produgado de
oxido nitrico (NO) (para revisdo ver RANDO, 2001). No tecido muscular esquelético, o NO esta
envolvido com a manuten¢do do fluxo sangiiineo adequado para o tecido muscular durante a
contra¢do, com a liberacdo do fon Ca™ do reticulo sacoplasmatico, com o metabolismo da
glicose (para revisao ver KAMINSKI; ANDRADE, 2001 ¢ RANDO, 2001) e também com a

ativagdo das células satélites (para revisdo ver HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005). Para a
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manuten¢do do fluxo sangiiineo adequado durante a contragdo, o NO atua na vasoconstric¢ao
simpatica no musculo durante o periodo de contracdo muscular, diminuindo-a a fim de adequar
o fluxo sangiliineo a necessidade fisiologica do tecido. Nos musculos distroficos, esta agdo
protetora do NO ¢ deficiente e os musculos ficam sujeitos a ocorréncia de isquemia durante o
desempenho de suas atividades. Uma das hipoteses sugeridas para a mionecrose ocorrida na
DMD ¢ que esta isquemia pode desencadear eventos que culminam com a morte de fibras
musculares (para revisdo ver KAMINSKI; ANDRADE, 2001; SANDER et al., 2000).

A distrobrevina ¢ uma proteina intracelular que se liga ao terminal C da distrofina. Esta
proteina interage com a nNOS e com os canais de calcio voltagem-depedentes (DURBEEIJ;
CAMPBELL, 2002).

As interagdes das proteinas do CDG permitem ligagao do citoesqueleto a laminina-2 da
lamina basal da matriz extracelular. Este arranjo sugere a importancia da distrofina e das demais
proteinas na manutencdo da estabilidade mecanica do sarcolema, sendo ela uma proteina
fundamental para a integridade fisica da fibra muscular (ERVASTI; CAMPBEL, 1993;

PETROF, 1998; LAPIDOS; KAKKAR; MCNALLY, 2005; ALLIKIAN; MCNALLY, 2007).

1.4 Degeneracao muscular

Viérias hipdteses procuram explicar os mecanismos que levam a degeneragdo muscular
nos musculos distréficos (para revisdo ver DECONINCK; DAN, 2007). A hipétese mecanica
sugere que a inexisténcia da ligagcdo entre os meios intra e extracelular, decorrente da auséncia
da distrofina e das demais proteinas do CDG, torna o sarcolema mecanicamente instavel
(COHN; CAMPBEL, 2000; BATCHELOR; WINDER, 2006; DECONINK; DAN, 2007;

ERVASTI, 2007). A instabilidade mecanica faz com que os musculos se tornem susceptiveis a
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lesdao durante os ciclos de contragdo ¢ relaxamento (CHAKKALAKAL et al., 2005). Em virtude
desta fragilidade, ocorrem 4reas de descontinuidade do sarcolema permitindo a passagem de
substancias do meio extracelular para o meio intracelular, como o ion célcio, e de substancias do
meio intracelular para o meio extracelular, como a enzima creatinoquinase (CK); (ENGEL;
YAMAMOTO; FISCHKHBECK, 1994). Na DMD, o aumento do nivel plasmatico da CK ¢
caracteristico da fase inicial da doenga. Durante os trés primeiros anos de vida, os niveis de CK
aumentam até atingirem um pico que coincide com o inicio do aparecimento dos primeiros
sinais clinicos da patologia (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHKBECK, 1994). Nos camundongos
mdx, os niveis de CK sdo elevados durante grande parte da vida do animal (BULFIELD et al.,
1984; ENGEL; YAMAMOTO; FISCHKHBECK, 1994; YOSHIDA et al., 2006).

A hipétese do célcio sugere o envolvimento do CDG no funcionamento de canais idnicos
da membrana e sua alteracdo provoca alteracdo no funcionamento destes canais. A passagem
excessiva deste ion para o interior da fibra muscular provoca sobrecarga das mitocondrias com
conseqiiente reducdo da sintese de ATP, ativacdo de proteases calcio-dependentes e ativagdo de
fosfolipases A,, enzimas que digerem os fosfolipideos da membrana, levando a um aumento das
areas de descontinuidade desta e permitindo a entrada de mais ions célcio para o meio
intracelular (para revisdo ver GISSEL, 2005; WHITEHEAD; YEUNG; ALLEN, 2006). Devido
a esta série de eventos, as fibras musculares distroficas sofrem degeneracao e necrose (PETROF,
1998; ALDERTON; STEINHARDT, 2000; BATCHELOR; WINDER, 2006). Esta hipotese se
confunde com a hipétese mecanica devido a interagdo existente entre os dois mecanismos.

A hipétese inflamatéria sugere que musculos distroficos apresentam resposta
inflamatoria excessiva em conseqiiéncia a lesdo das fibras musculares, independente do

mecanismo que provoca a lesdo. A resposta inflamatoria exacerbada ¢ um mecanismo
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secunddrio que aumenta a mionecrose € contribui para a progressdao da doenca (WEHLING;

SPENCER; TIDBALL, 2001; PORTER et al., 2002; HODGETS et al., 2006).

1.5 Resposta inflamatoria

A resposta inflamatoria do tecido muscular se inicia logo apds a morte das fibras
musculares. Ela compreende uma série de eventos que envolvem a integracdo do sistema
imunologico com o tecido lesado e sua finalidade € o reparo tecidual, para que a regeneragao
possa acontecer (PRISK; HUARD, 2003).

As fibras musculares em degeneragdo liberam varias substancias, dentre as quais se
destacam as citocinas pro-inflamatorias, proteases, prostaglandinas, colagenases, fatores
quimiotaticos e fatores de crescimento (BONDESEN et al, 2007). As citocinas pro-
inflamatorias e os fatores quimiotaticos estimulam o deslocamento de células inflamatorias,
principalmente neutr6filos e macrofagos, para local da lesio (ROBERTSON et al., 1993;
PRISK; HUARD, 2003; TIDBALL, 2005; TIDBALL; WEHLING-HENRICKS, 2007). As
prostaglandinas também atuam na quimiotaxia de células inflamatorias e sdo importantes na
ativagdo, proliferacdo e diferenciagdo das células satélites durante a regeneragdo muscular (para
revisdao ver FUNK, 2001; PRISK; HUARD, 2003).

Os neutréfilos e macréfagos liberam proteases que degradam os fragmentos celulares e
fagocitam estes fragmentos, auxiliando na remoc¢ao dos mesmos do local da lesdo. As proteases
liberadas por estas células podem provocar danos ao tecido muscular integro que circunda a
lesdo e assim aumentar a area da lesdo, gerando aumento da resposta inflamatdria local

(CHEUNG:; TIDBALL, 2003; para revisdao ver TIDBALL, 2005).
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Em condigdes patologicas tais como nas miopatias e nas distrofias, além da lesdo
provocada pelo excesso do ion célcio no interior das fibras musculares, a resposta inflamatdria
excessiva também pode promover mionecrose (para revisdo ver HODGETS et al., 2006 e
RADLEY; GROUNDS, 2006). A inibicdo das células inflamatorias pode diminuir a
degeneracdo e a necrose do tecido muscular. Estudos utilizando antiinflamatérios mostram
reducdo significativa da mionecrose em musculos esqueléticos de camundongos mdx
(HODGGETS et al., 2006; RADLEY; GROUNDS, 2006; TIDBALL; WEHLING-HENRICKS,

2007; MARQUES et al., 2008).

1.6 Regeneracao muscular

O processo de regeneragdo envolve a formacdo de novas fibras musculares através da
miogénese. O inicio da miogénese depende da ativagdo das células satélites, que sdo as células
precursoras das células musculares e apresentam-se como células indiferenciadas e
mononucleadas localizadas entre o sarcolema e a membrana basal das fibras musculares
(BONDESEN et al.,, 2004; FOSCHINI; RAMALHO; BICAS, 2004; para revisdo ver
SCHMALBRUCH, 2006).

No tecido muscular adulto, em situacdes fisioldgicas, as células satélites encontram-se
quiescentes, apresentando expressao génica e sintese protéica limitadas. Em resposta a estimulos
tais como lesdo, remodelacdo ou crescimento, estas células sdo ativadas e entram em ciclo de
divisdo celular (para revisao ver HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005). Nao se sabe exatamente
como ¢ controlada a passagem destas células do estado quiescente para o estado ativado. Uma
hipotese para esta ativacdo sugere que o estresse mecanico ao qual as fibras sdo submetidas

durante a atividade muscular pode provocar lesdo e desencadear reacdes especificas no interior
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das fibras musculares, resultando na liberagdo de substancias, como o fator de crescimento de
hepatocitos (hepatocyte growth factor, HGF), prostaglandinas e 6xido nitrico, dentre outras, que
possuem a capacidade de ativar as células satélites (WOZNIAK; ANDERSON, 2007). Os
macrofagos, além de serem importantes para a resposta inflamatéria, também atuam na ativagado
das células satélites através da liberagdo de fatores de crescimento e citocinas que estimulam a
proliferacdo e diferenciacdo destas células (para revisao ver SHEN et al., 2008).

Outra hipotese sugere que esfingolipidios localizados na face citoplasmatica do
sarcolema e liberados em decorréncia de sua lesdo, sdo capazes de ativar as células satélites,
fazendo com que elas entrem em ciclo de divisdo celular (NAGATA et al., 2006). Nas células
satélites, o 0xido nitrico induz a expressdo da folistatina, molécula que ativa a miogénese. A
folistatina, por sua vez, inibe a agdo da miostatina, um potente regulador negativo da miogénese
(BOGDANIVICH et al., 2004) expresso pelas células satélites quiescentes, possibilitando o
inicio da miogénese (para revisdo ver LE GRAND; RUDNICKI, 2007).

Apos serem ativadas, as células satélites iniciam ciclos de divisdo celular e aumentam a
expressdo de genes responsaveis pela transcri¢do de fatores reguladores da miogénese, como
Pax7 (paired-box transcription factor 7), MyoD e miogenina. O Pax-7 ¢ um fator que estimula
a diferenciacdo das células satélites em células miogénicas (SEALE et al., 2000), assim como a
MyoD, que também atua como fator de ativagdo da miogenina, a responsavel pela diferencia¢ao
e desenvolvimento de miotubos e miofibras (MEGENEY et al., 1996; JIN et al., 2000;
TAMAKI et al., 2002; para revisao ver SCHMALBRUCH, 2006).

A proliferacdo e a diferenciacdo das células satélites originam células precursoras
miogénicas chamadas mioblastos. Apos a diferencia¢do, a maioria dos mioblastos originados a
partir das células satélites apresenta diminui¢do da expressdo génica do Pax7 e aumento da

expressdo da miogenina, originando os miotubos (SEALE et al., 2004). Os miotubos, devido ao
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aumento da expressdo ¢ da agdo da miogenina, se fundem e se diferenciam, originando as
miofibras multinucleadas (para revisao ver DAWHAN; RANDO, 2005; para revisdo ver LE
GRAND; RUDNICKI, 2007).

Alguns mioblastos ndo se diferenciam em miotubos, pois continuam expressando em
maiores quantidades o gene responsavel pela transcri¢do do Pax7 e diminuem a expressao dos
demais fatores miogénicos. Estes mioblastos interrompem o ciclo de divisdo celular e voltam a
ser células satélites quiescentes, podendo ser ativadas posteriormente de acordo com a
necessidade do tecido muscular. O processo de auto-renovagdo das células satélites ¢ importante
para a manutencao da populagdo de células satélites disponiveis para que o tecido muscular
continue sendo capaz de regenerar-se (para revisao ver CHARGE; RUDNICKI, 2004).

No tecido muscular adulto ndo-distrofico, a populagdo de células satélites quiescentes €
mantida mesmo apds varios ciclos de degeneracdo e regeneragdo muscular, sugerindo a
existéncia do mecanismo de auto-renovagdo e manuten¢do da populagdo de células satélites
quiescentes (para revisdo ver ZAMMIT et al., 2006). Foi verificada a existéncia de duas
linhagens distintas de células satélites musculares, uma destinada a regeneracdo muscular e
outra destinada a reposicao das células satélites musculares quiescentes. Ambas linhagens sdo
importantes para o processo de regeneragdo, pois, sem a reposicao das células quiescentes, o
tecido muscular apresentaria capacidade regenerativa limitada (para revisdo ver LE GRAND;
RUDNICKI, 2007).

Nos portadores da DMD, os ciclos de degeneracdo/regeneracdo ocorrem durante os
primeiros anos de vida até que, ainda no inicio da infancia, ocorre diminui¢do da capacidade de
regeneragdo através das células satélites, tornando-as incapazes de compensar a degeneracao.
Nesta idade aparecem os primeiros sinais de fraqueza muscular. Com o passar dos anos, os

repetidos ciclos de degeneracdo/regeneracdo aos quais os musculos sdo submetidos provocam
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exaustdo das células satélites e os musculos apresentam progressivo acumulo de tecido
conjuntivo fibroadiposo (ENGEL; YAMAMOTO; FISHKBECK, 1994).

Nos camundongos mdx os ciclos degeneragdo/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 diminuicdo da capacidade regenerativa do tecido muscular

(PASTORET; SEBILLE, 1995; para revisao ver DECONINK; DAN, 2007).

1.7. Prostaglandinas e regeneraciao muscular

As prostaglandinas (PG) sdo derivadas dos fosfolipideos que compdem a membrana
plasmatica e desempenham varias funcgdes fisiolégicas (GILMAN et al.,1996). Elas sdo
largamente produzidas durante a inflamac¢do que ocorre apdés a lesdo muscular, sendo
importantes para a quimiotaxia de células inflamatorias e para a ativagdo de células satélites
(PRISK; RUARD, 2003).

A sintese das PG se inicia com a acdo de fosfolipases que liberam o 4cido araquidonico,
acido graxo que faz parte da constitui¢do do sarcolema (Figura 2). Depois de liberado, o acido
araquidonico sofre acdo das ciclooxigenases (COX) sendo convertido em prostaglandina G;
(PGG;). Em seguida, esta ¢ transformada em prostaglandina H, (PGH,;), um produto
intermediario instavel do metabolismo do 4cido araquidénico (FUNK, 2001). Depois de
sintetizada, a PGH, ¢ rapidamente metabolizada, originando as prostaglandinas ativas PGE,,
PGF,, , PGI, ¢ PGD, (DUBOIS et al., 1998; BONDESEN et al., 2004; MOLLACE et al., 2005;
GILMAN et al., 1996). Somente depois de ativadas, as prostaglandinas sdo secretadas pelas
células (DUBOIS et al., 1998). As principais PG envolvidas com a resposta inflamatoria e

miogénese sdo as PGE, e PGF,,. A PGE, atua em varias etapas da resposta inflamatéria do
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tecido muscular, incluindo a indugdo da sintese de citocinas proé-inflamatorias, ativagdo da
enzima 6xido nitrico sintase, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e quimiotaxia
de células inflamatoérias (para revisdo ver PRISK; HUARD, 2003). A PGF;, est4d envolvida no
processo de fusdo de miotubos com miofibras e de miotubos entre si (para revisdo ver

HORSLEY; PAVLATH, 2004; para revisdao ver SHEN et al., 2006).

UL
il

Fosfolipase Az —

‘ ACIDO ARAQUIDONICO

COX1—» | €— COX-2

naproxeno naproxeno e

‘ PG<32 w nimesulida

PGH,

i

PGF,, PGD, PGE, PGl, TXA,

Figura 2: Sintese das prostaglandinas a partir do 4cido araquidonico. Adaptado de DUBOIS et al., 1998.

As PG sdo essenciais em varias etapas da miogé€nese, sendo sintetizadas em grandes
quantidades pelas fibras musculares em regeneracao (para revisao ver BONDESEN et al., 2007).
Estudos realizados em cultura de células satélites mostram que as PG estdo envolvidas
diretamente na proliferagdo e diferenciagdo das células satélites, na fusdo de miotubos e
provavelmente no crescimento das miofibras durante seu desenvolvimento (para revisdo ver
PIERNO et al., 2007). Adicionalmente, as PG regulam a sintese e degradagdo protéica
(BONDESEN et al.,, 2004; BONDESEN et al.,, 2007) e modulam a resposta inflamatoria

(RAINSFORD et al., 2006).
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Dentre as véarias isoformas de COX, as COX-1 e 2 sdo relevantes no processo de
regeneragdo muscular (MENDIAS;TATSUMI; ALLEN, 2004). A COX-1 ¢ expressa
normalmente em quase todos os tecidos, onde desempenha suas fungdes sob condicdes
fisiologicas e parece estar envolvida com a resposta inflamatéria aguda. A COX-2 tem sua
expressao baixa ou ausente na maioria dos tecidos (O’NEIL; FORD-HUTCHINSON,1993). Nas
células inflamatorias sua expressdo ¢ induzida em resposta a presenga de mitégenos, citocinas,
fatores de crescimento e a lesdo das fibras musculares (SHEN et al., 2006, BONDESEN et al.
2005). O aumento da expressio da COX-2 leva a sintese de grande quantidade de
prostaglandinas, provocando a ativagdo de outros mediadores inflamatdrios e contribuindo para
a progressao do reparo tecidual (TEGEDER; PFEILSCHIFTE; GEISSLINGER, 2001) e, devido
sua acdo ser de grande importancia para o desencadeamento da resposta inflamatoéria, ela €
considerada como uma enzima pro-inflamatoéria (GILROY et al., 1999).

Enquanto que a COX-1 ¢ importante para a diferenciacdo e fusdo das células satélites, a
COX-2 tem atuacdo significativa na sua proliferagdo, diferenciagdo e fusdo (MENDIAS;
TATSUMI; ALLEN, 2004). Estas enzimas sdo fundamentais para a sintese das PG responsaveis
pela resposta inflamatdria e a regeneracdo muscular pode ser comprometida com sua inibi¢ao

(MOLLACE et al., 2005).
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1.8 Antiinflamatodrios nao-esterdides e regeneracao muscular

Os AINE sao farmacos que inibem a agdo das COX, diminuindo a producdo de PG no
local da lesdo (DUBOIS et al., 1998). Estes farmacos sdo prescritos com freqiiéncia para o
tratamento de lesdes musculares com a finalidade de diminuir a dor e a resposta inflamatoria,
sem considerar suas influéncias na regeneracao muscular.

Em alguns estudos a regeneracdo muscular mostrou-se prejudicada pela utilizacdo de
AINE (MISHRA et al., 1995; para revisdo ver PRISK; HUARD, 2003; BONDESEN et al.,
2004; MENDIAS;TATSUMI; ALLEN, 2004; SHEN et al, 2005; MACKEY et al., 2007),
enquanto que em outros a regeneracdo muscular ocorreu normalmente (JARVINEN et al., 1992;

para revisdo ver THORSSON et al., 1998).

OH
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Figura 3. Estrutura molecular do naproxeno (GILMAN et al., 1996).

O naproxeno ¢ um AINE cujo nome quimico é acido 6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético
e sua estrutura molecular esta representada na Figura 3 (GILMAN et al., 1996). Ele ¢ um
antiinflamatorio amplamente utilizado no tratamento de lesdes musculares devido as suas
propriedades antiinflamatoria, analgésica e antipirética (THORSSON et al., 1998; MENDIAS;
TATSUMI; ALLEN, 2004). Seu mecanismo de agdo ¢ a inibicdo simultdnea das COX-1 e
COX-2. Como a maioria dos AINE, ele pode provocar véarios efeitos colaterais, principalmente

no trato gastrointestinal. No estomago, as prostaglandinas induzem a produgdo de muco que
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protege a mucosa gastrica dos efeitos corrosivos do suco gastrico. Com a inibi¢do da produgao
das prostaglandinas, a mucosa gastrica fica desprotegida e sujeita a lesdes (para revisdo ver
DUBOIS et al., 1998; GUDIS & SAKAMOTO, 2005; GILMAN et al., 2006).

A nimesulida ¢ um AINE que pertencente a classe das sulfonamidas e que tem efeitos
antiinflamatdrio, antipirético e analgésico. Seu nome quimico ¢ 4-nitro-2-fenoxi-
trifluorometano-sulfonamida e sua estrutura molecular estd representada na Figura 4

(RAINSFORD, 2006).

N o

Figura 4. Estrutura molecular da nimesulida (RAINSFORD, 2006).

A nimesulida ¢ um inibidor especifico da COX-2 (MITCHEL; WARNER, 1999;
RAINSFORD, 1999) e também inibe outras agdes importantes para a resposta inflamatdria, tais
como a liberacao de histamina pelos mastocitos e basofilos e a acdo das metaloproteinases, que
provocam a degradacao dos proteoglicanos, colageno e de outros componentes da matriz do
tecido conjuntivo (para revisao ver RAINSFORD, 2006). A principal vantagem da utilizacao de
inibidores especificos da COX-2 em humanos ¢ a baixa ocorréncia de efeitos colaterais,
especificamente no trato gastrointestinal, em comparacdo com os efeitos provocados pela
utilizacao de outros AINE (RAINSFORD, 1999).

Alguns estudos foram realizados com o objetivo de verificar se a inibicdo das COX

altera a regeneragdo muscular. A maioria destes estudos foi realizada em fibras musculares
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sadias submetidas a lesdo muscular por baixas temperaturas (BONDESEN; MILLS;
PAVLATH, 2006), a atrofia por desuso (BONDESEN et al., 2004) ou em cultura de células
precursoras miogénicas (MENDIAS; TATSUMI; ALLEN, 2004, SHEN et al., 2005). Foi
sugerido que a atuacdo simultanea das COX-1 e 2 ¢ importante para a ativacdo das células
satélites, enquanto que a COX-2 isolada atua principalmente na proliferacao das células satélites
(BONDESEN et al., 2004). A utilizacdo de inibidores especificos da COX-2 mostrou que PG
pro-inflamatérias derivadas desta enzima sdo importantes nos estagios iniciais da regeneragao

muscular (BONDESEN;MILLS; PAVLATH, 2006).
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2.0BJETIVO
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O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia dos antiinflamatorios ndo-esteroides
naproxeno e nimesulida no processo de degeneracdo/regeneragdo muscular de fibras musculares

distréficas de camundongos mdlx.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Foram utilizados 54 camundongos adultos jovens de ambos os sexos, sendo 48 da
linhagem C57Bl/10-mdx e 6 da linhagem C57BL/10ScCr/Uni. Os animais utilizados foram
obtidos através do acasalamento de camundongos provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Apds o
nascimento, os filhotes permaneceram com a fémea até o 21° dia de vida pds-natal, sendo entdo
separados. Durante a realiza¢do de todo o experimento os animais foram mantidos no Biotério
do Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia da Unicamp em caixas plasticas padrao
sob condi¢des ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) e com racdo e agua ad
libitum. O trabalho foi submetido 4 Comissdo de Etica na Experimentacio Animal CEEA-IB-

UNICAMP e aprovado (Protocolo n° 1222-1).

3.2 Grupos experimentais e tratamento

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

-Grupo mdx nao-tratado (mdx salina) (n=12): animais que receberam inje¢do
intraperitoneal de solugdo salina.

-Grupo mdx tratado com naproxeno (mdx NAP) (n=12): animais tratados com
naproxeno através de injecdo intraperitoneal.

-Grupo mdx tratado com nimesulida (mdx NIM) (n=12): animais tratados com
nimesulida através de injecdo intraperitoneal. Como esta droga ndo ¢ hidrossoltvel, foi
necessaria sua diluicdo em dimetilsulfoxido (DMSO); (BRAYTON, 1986; ALVES,
1998). Para verificar possiveis efeitos do DMSO, um grupo de camundongos mdx (n=12)

foi tratado apenas com o DMSO (grupo mdx DMSO).
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A partir do 21° dia de vida pos-natal, os camundongos foram pesados semanalmente e
receberam injecdo intraperitoneal didria de naproxeno (Sigma; 10 mg/kg de peso corporal)
segundo THORSSON et al. (1998), nimesulida (Cayman Chemical; 25 mg/kg de peso corporal)
segundo SULEYMAN et al. (2004) ou de 0,02ml de DMSO. O grupo mdx salina recebeu
injecdes intraperitoneais de solugdo salina sem adi¢do de farmacos. Em cada grupo, seis animais
receberam tratamento durante 15 dias consecutivos, sendo sacrificados no 36° dia de vida e
outros seis animais receberam tratamento durante 30 dias consecutivos, sendo sacrificados no

51° dia de vida.

3.3 Sacrificio e coleta do material

Apb6s o término do tratamento, os animais foram anestesiados através de inje¢do
intraperitoneal de 0.1ml/30g de peso corporal de uma mistura de cloridrato de cetamina (130
mg/kg); (Francotar; Virbac) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/kg); (Virbaxyl; Virbac). Apds a
anestesia, os animais foram entdo sacrificados para a retirada dos musculos tibial anterior (TA) e
esternomastoide (STN).

Para o congelamento, os mtsculos STN e TA foram 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. Os musculos foram entdo retirados do

nitrogénio e mantidos a -70°C no biofreezer.

3.4 Analise da integridade do sarcolema

Trés animais de cada grupo receberam inje¢@o intraperitoneal do corante Azul de Evans

(tetrasodium diazo salt Evans blue dye; Sigma) 12 horas antes do sacrificio. Este corante ¢
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composto por moléculas que ndo atravessam a membrana plasmatica de fibras musculares
esqueléticas integras (HAMER et al., 2002). As moléculas deste corante ligam-se a albumina
sérica e penetram na fibra muscular em degeneragdo devido a lesdo do sarcolema. Assim, a
marcacdo com este corante evidencia somente fibras degeneradas ou em degeneracao,
fornecendo informagdes sobre algumas caracteristicas dindmicas e estruturais de musculos
esqueléticos normais e portadores de patologias (MATSUDA; NISHIKAWA; TANAKA, 1995;
MARQUES; MATSUMURA; SANTO NETO, 2007). Foi utilizada solu¢ao 1% de corante Azul
de Evans (Sigma), em PBS (PBS: 14g de fosfato de s6dio monofasico, 4,3 de fosfato de potéssio
bibdsico anidro, 72g de cloreto de sodio em 1L de agua destilada, pH 7.5), injetada
intraperitonealmente na concentracdo de 0,Iml de solucdo por 10g de peso do animal
(MATSUDA; NISHIKAWA; TANAKA, 1995; HAMER et al., 2002; MARQUES;,
MATSUMURA; SANTO NETO, 2007). Doze horas apds a injecdo do corante azul de Evans, os

animais foram sacrificados e os musculos STN e TA retirados e congelados.

3.5 Preparo dos musculos para a analise histopatolégica

Para obtengdo dos cortes histologicos, os musculos foram mantidos no micrétomo
criostato por aproximadamente 30 minutos para atingirem a temperatura de -23°C.
Posterioromente, estes musculos foram seccionados transversalmente na espessura de 7pum
utilizando micrétomo criostato (Microm-HS505E). Os cortes seriados obtidos dos musculos de
animais que receberam inje¢do do azul de Evans foram coletados em duas ldminas: uma delas
para coloracdo em hematoxilina-eosina (HE) e a outra para andlise deste corante em

microscopio de fluorescéncia. As laminas utilizadas para andlise da integridade do sarcolema
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foram incubadas por 15 minutos com acetona a -20°C, e montadas em meio de montagem para
fluorescéncia DABCO (Sigma).

Para a coloracdo em HE, os cortes congelados foram inicialmente fixados com solugao
de Bouin por trés horas e, em seguida, lavados por 12 horas com etanol 70%. Apds esta etapa, as
laminas foram lavadas em agua corrente por dez minutos e, posteriormente, os cortes foram
corados com hematoxilina de Harris, lavados novamente em agua corrente por 10 minutos e, em
seguida, corados com eosina. Em seguida, os cortes foram desidratados em séries de etanol e
diafanizados em xilol e as ldminas montadas com Entellan (Sigma) para posterior observagao

em microscopia de luz.

3.6 Quantificaciao da creatinoquinase

A creatinoquinase (CK) ¢ uma enzima relacionada com a formacdo de ATP encontrada
principalmente no musculo esquelético, no musculo cardiaco e no cérebro. Ela catalisa a
fosforilacdo reversivel da creatina em fosfocreatina com liberacdo de um fosfato de alta energia
da adenosina trifosfato (ATP). No tecido muscular a fosfocreatina atua como uma molécula de
armazenamento de energia e, nos casos de necessidade energética, sua clivagem ¢ realizada para
fornecimento de ATP para a atividade muscular (KATIRJI; AL-JABERI, 2001).

Na DMD e nos camundongos mdx, devido as lesdes existentes no sarcolema, ocorre
passagem de CK para o meio extracelular e deste para a corrente sangiiinea (para revisdo ver
OZAWA; HAGIWARA; YOSHIDA, 1999). Assim, a quantificacdo dos niveis circulantes desta
enzima fornece dados quantitativos diretamente relacionados a degeneracdo muscular

(KATIRJI; AL-JABERI, 2001).
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A quantificacdo dos niveis séricos desta enzima ¢ um parametro utilizado para a
complementacdo do diagndstico de miopatias. Embora sejam amplamente utilizados, os valores
obtidos podem apresentar consideravel variacao individual. Ainda ndo ha consenso em relagdo a
variacao dos niveis plasmaticos desta enzima, mas sabe-se que varios fatores podem influencia-
los (WARREN et al., 2006). As causas de elevacdo transitoria dos valores da CK na auséncia de
doenga neuromuscular incluem lesdo muscular devido a inje¢des intramusculares, realizagdo de
eletromiografia de agulha, realizacdo de procedimentos cirtrgicos e realizagdo de exercicio
fisico prolongado e extenuante. O aumento ¢ extremamente variavel entre os individuos e
depende do sexo, da raca e do condicionamento fisico de cada um. Em geral, as quantidades
circulantes de CK sdo maiores em homens e negros do que em mulheres e brancos. (KATIRJI;
AL-JABERI, 2001).

Para a quantificacdo do nivel plasmatico da CK, foram coletadas amostras sangliineas de
3 animais de cada grupo, totalizando 24 camundongos mdx. Além dos camundongos mdx, foram
utilizados seis camundongos C57BL/10ScCr/Uni como grupo controle para a comparagdo dos
niveis plasmaticos da CK. Os animais foram anestesiados e submetidos a pun¢do cardiaca com
seringa heparinizada. Através deste procedimento, coletou-se uma amostra de aproximadamente
I ml de sangue que, posteriormente, foi transferida para um tubo do tipo Eppendorf. As
amostras de cada animal permaneceram individualizadas e, apds 3h em temperatura ambiente, o
sangue foi centrifugado a 936g, em temperatura de 4°C, por 10 minutos (Centrifuga Refrigerada
Sigma 3-18k). Foi utilizado o kit CK-NAC Cinético (Bioclin) para quantificacdo da CK. As
absorbancias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se espectrofotometro U.V. (Thermo
Electron Corporation Spectrophotometer Genesys 20) com comprimento de onda de 340 nm e

cubeta de quartzo de 1 cm de caminho optico.
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3.7 Analise histopatologica

Para cada musculo, dois cortes aleatorios foram analisados qualitativa e
quantitativamente, sem que o pesquisador soubesse a qual grupo pertencia o musculo em
analise.

As laminas coradas com HE foram analisadas com objetivas de 20X e oculares de 10X
contendo reticulo quadrilatero de 100 pontos, acopladas ao microscopio de luz binocular (Carl
Zeiss®). As imagens foram captadas através de uma video-camera (Nikon Express Series)
acoplada ao microscopio de luz (Nikon Eclipse E400) e conectada a um computador. As
imagens obtidas foram analisadas e quantificadas em pum?’ através do software Image Pro-
Express.

As fibras positivas ao azul de Evans (AE) foram analisadas sob o comprimento de onda
de 590nm, em microscopio de fluorescéncia (Nikon Express Series) acoplado a uma video-
camera (Hamamatsu C2400) para a captacdo das imagens que, posteriormente, foram
digitalizadas através da placa de digitalizacdo de imagens Imagraph e salvas com extensao .psd
no software Adobe Photoshop. A contagem das fibras positivas ao azul de Evans em cada corte
analisado foi realizada com ajuda de um contador manual.

Nas laminas coradas com HE, foram quantificados o niimero total de fibras musculares,
o numero de fibras com nucleo central (NC), o nimero de fibras com nucleo periférico (NP), a
area seccional transversa do musculo, as areas de infiltrado inflamatorio com fibras em
diferentes estagios de regeneracdo e areas de regeneragdo em estdgio mais avangado. Para a
quantifica¢do das fibras com nticleo periférico, foi utilizada a féormula NP = (n°. total de fibras) —

(NC + AE) (MARQUES et al., 2008). Os resultados relativos a quantificacdo destas fibras
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musculares foram expressos como porcentagens em relagdo ao numero total de fibras
musculares das secgdes transversas analisadas.

Cada musculo analisado apresentou areas com caracteristicas histologicas distintas que
foram classificadas de acordo com parametros adotados em trabalhos anteriores (GROUNDS;
TORRISI, 2004; GROUNDS et al., 2005; MARQUES et al., 2008). Os resultados obtidos
através da quantificacdo destas areas foram expressos como porcentagens em relacdo a area
seccional transversa total dos musculos analisados.

As areas que apresentaram predominio de infiltrado inflamatério e presenga de fibras em
estagio inicial de regeneracdo, com citoplasma fortemente basofilo, nlicleo central e pequena
proporc¢ao citoplasma/nucleo foram classificadas como areas de inflamag¢do e regeneracao
(INFL+REG). As que apresentaram pouco infiltrado inflamatorio, fibras em estagio avancado de
regeneragdo com o citoplasma mais baso6filo em relagdo ao das fibras totalmente regeneradas ou
em relagdo ao citoplasma das fibras integras e nucleo periférico, foram classificadas como areas
de regeneracdo (REG). As fibras musculares com citoplasma levemente basofilo, nicleo central,
aumento da propor¢do citoplasma/nticleo, didmetro aparentemente menor que o didmetro das
fibras com nucleo periférico e menor quantidade de infiltrado inflamatério circundante foram

designadas como sendo fibras em regeneragao.

3.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através da aplicacdo do test ¢ de Student com

significancia p<0, 05 entre os grupos experimentais avaliados.
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4. RESULTADOS
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4.1 Analise histopatologica

4.1.1 Analise qualitativa

Os musculos analisados apresentaram fibras com diferentes caracteristicas histologicas.
Foram observadas fibras com nucleo periférico, fibras em degeneragdo, fibras em diferentes
estagios de regeneracdo e fibras completamente regeneradas com nucleo central (Figura 3).

As fibras com nucleo periférico apresentavam formato poligonal e estavam justapostas
em relacdo a outras fibras de mesma caracteristica (Figura 3A). Fibras regeneradas foram
caracterizadas pelo nucleo centralizado e condensado, citoplasma eosinéfilo e diametro da fibra
muscular semelhante ao diametro de fibras musculares com ntcleo periférico (Figura 3B). As
fibras em degeneragdo apresentavam-se com contornos irregulares, fracamente coradas pelo HE
e aparentemente fragmentadas (Figura 3C). As fibras em degeneracdo positivas ao Azul de
Evans, quando observadas em microscopio de fluorescéncia, estavam evidenciadas pela
presenca deste corante em seu interior (Figura 3D)

As areas contendo fibras musculares em regeneracdo foram classificadas em dois
estagios de acordo com suas caracteristicas morfologicas ¢ a celularidade local. Areas de
inflamacao e regeneragdo (INFL+REG) apresentavam grande celularidade e pequenos miocitos
fortemente baséfilos com nucleo central, entremeados por infiltrado inflamatério exuberante
(Figura 3E). Areas de regeneragio (REG) apresentaram menor celularidade, fibras com
citoplasma levemente basofilo e nilicleo central, maior propor¢do de citoplasma em relagdo ao

volume nuclear e diminuicao aparente do infiltrado inflamatdrio circundante (Figura 3F).



Figura 3. Secc¢des transversais de musculos STN (A, C e D) e TA (B, E e F) de camundongos
mdx tratados com naproxeno (A, B e E), nimesulida (D) e solugdo salina (C e F). Em A,
fibras musculares com nucleo periférico (setas). Em B, fibras musculares regeneradas com
contorno arredondado e nucleo centralizado (setas). Em C, area de intenso infiltrado
inflamatorio com fibras musculares em degeneragdo (setas). Em D, fibras em degeneragdo
positivas ao AE (asterisco) observadas em microscopio de fluorescéncia. Em E, destaque para
area de inflamagdo e regeneragdo (INFL+REG), com exuberante infiltrado inflamatorio e
fibras musculares em estdgio inicial de regeneracdo (setas). Em F, destaque para area de
regeneragdo (REG) com fibras em estdgio mais avancado de regeneragdo. Em A,B,C, E ¢ F,
microscopia de luz e coloragdo HE . Em D, microscopia de fluorescéncia, corante azul de

Evans. Aumento de 200X em A ¢ C ¢ de 400X em B,D,E e F.
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4.1.2 Analise quantitativa

Os resultados da analise quantitativa sdo observados nas Tabelas 1 e 2.

A andlise histologica do miisculo TA mostrou que nenhum dos tratamentos realizados
provocou alteragdes significativas nas areas INFL+REG e REG (Tabela 1). No grupo que
recebeu tratamento com naproxeno durante 15 dias ocorreu aumento da porcentagem de NC
(58,4%) e diminui¢do da porcentagem de NP (41,4%) em relagdo ao grupo controle (45% e
53,5%, respectivamente) e ndo houve alteracdo da quantidade de fibras positivas ao azul de
Evans. Nos grupos submetidos ao tratamento com antiinflamatorios por 30 dias ndo houve
alteracao da porcentagem de NC, NP e AE (Tabela 2).

A andlise histologica do musculo STN revelou que as areas INFL+REG e REG nao
sofreram alteragdes significativas apds os tratamentos realizados durante 15 dias consecutivos.
O tratamento com naproxeno durante 15 dias promoveu redugdo significativa da porcentagem
de NC (44,2%) e aumento significativo da porcentagem de NP (55,1%) em relagdo aos valores
encontrados para o grupo controle (51,7% e 47,1%, respectivamente). No grupo tratado com
nimesulida durante 30 dias houve diminuicdo significativa da porcentagem de fibras positivas ao
Azul de Evans (0,70%) em relacdo ao grupo controle (2,5%).

O tratamento com DMSO alterou a area INFL+REG do STN de animais que receberam
esta droga durante 30 dias, aumentando-a em relagdo a area INFL+REG do STN do grupo mdx

salina. Os demais parametros analisados ndo sofreram altera¢ao apos o tratamento com DMSO.

4.1.3 Analise comparativa entre os misculos TA e STN

Analisando os musculos TA e STN dos grupos mdx salina observamos que, aos 36 dias

de idade, o TA apresenta predominio de fibras com nucleo central em relagdo a porcentagem de
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fibras com nucleo periférico (45,0% e 53,5%, respectivamente) e o STN ndo apresenta diferenca
significativa entre as porcentagens de fibras com nticleo central e nucleo periférico (51,7% e
47,1%, respectivamente). Ainda nesta idade, a propor¢do de fibras positivas ao azul de Evans
nos dois musculos ndo se mostrou significativamente diferente (1,9% no TA e 1,7% no STN).
Aos 51 dias, ambos os musculos apresentaram predominio de fibras com nucleo central e a
proporcao de fibras positivas ao azul de Evans no STN era significativamente maior que no TA
(2,5% e 0,3%, respectivamente).

Comparando os musculos TA e STN de camundongos dos grupos mdx salina
observamos que, na idade de 36 dias, o STN tinha sido mais afetado pela distrofia do que o TA,
pois apresentava maior porcentagem de fibras com nucleo central. As propor¢des de fibras
positivas ao azul de Evans destes musculos ndo se apresentaram significativamente diferentes
quando comparadas entre si. Aos 51 dias os dois musculos apresentavam comprometimento
semelhante quando comparamos as porcentagens de NC e NP, mas a comparacdo da
porcentagem de fibras positivas ao azul de Evans indicava que nesta idade o STN tinha maior
proporcao de fibras em degeneracdo que o TA.

Apdés o tratamento com naproxeno, os musculos TA e STN apresentaram
comportamentos diferentes quando comparados com os grupos mdx salina. Nos grupos que
receberam tratamento até o 36° dia de vida, a analise do musculo TA mostra que houve aumento
de NC, diminui¢do de NP e o AE ndo foi alterado significativamente. No STN ocorreu
diminui¢do de NC, aumento de NP e o AE também nao foi alterado significativamente. Aos 51
dias de idade, o tratamento com naproxeno ndo provocou alteragdo nos musculos TA e STN,
que continuaram apresentando predominio de fibras com ntcleo central. Ainda nesta idade,
apOs o tratamento com naproxeno o musculo STN continuou apresentando maior porcentagem

de fibras em degeneracdo que o TA (2,9% e 0,02%, respectivamente).
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A nimesulida ndo alterou significativas nas propor¢des de NC e NP dos musculos TA e
STN em nenhum dos periodos de tratamento aplicados em relagdo ao grupo mdx salina. A
proporcao de fibras positivas ao AE foi menor no STN de animais do grupo mdx NIM com 51
dias de idade, porém, quando comparada a propor¢do encontrada no musculo TA deste mesmo
grupo, estas ndo sdo significativamente diferentes (1,8% no TA e 0,7% no STN), indicando que
os musculos estavam igualmente afetados.

Nas areas de INFL+REG e REG ndo houve alteragdo apds o tratamento com naproxeno
ou com nimesulida. No musculo STN do grupo mdx DMSO com 51 dias de idade houve
aumento da area INFL+REG em relacdo ao grupo mdx salina, mas quando comparada com a
area INFL+REG do grupo mdx DMSO de mesma idade, esta area ndo se mostra

significativamente diferente (2,9% no TA e 2,6% no STN).
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% INFL/REG %REG
36d 51d 36d 51d
mdx salina 3,143,0 8,4+12.6 0,5+0,6 1,4+2,3
mdx NAP 2,014 2,1£2,1 0,02+0,04 0,08+0,07
TA
mdx NIM 2,5+3,7 8,7+15,1 0,5+0,5 0,2+0,2
mdx DMSO 5,319,5 2,9+1,3 0,01+0,03 0,9+1,2
mdx salina 1,3+1,1 10,4+7,3 1,1+1,5 0,1+£0,3
mdx NAP 6,415,0 5,540 0,6£1,0 0,7£1,0
STN
mdx NIM 4,613,6 3,6+2,3 0,6+1,1 0,440,6
mdx DMSO 6,317,2 2,6£1,9 1,0+1,3 0,9+1,8

Tabela 1. Efeitos do naproxeno (NAP) e numesulida (NIM) sobre as dareas de
inflamagdo/regeneracdo(INFL/REG) e regeneragdo (REG). Os resultados foram expressos

como propor¢ao em relagdo a area seccional transversa total dos musculos analisados.

%NC %NP %AE
36d 51d 36d 51d 36d 51d
mdx salina | 45,0 +3,1 57,5+4,1 53,5425 41,9+4,1 1,9+1,5 03+0,3
mdx NAP | 580+6,5" | 58,0+59 | 41,9+63' | 42,0+59 0,2+0,4 0,02 + 0,03
TA
mdx NIM 51,3486 54.8+42 48,6+ 8,6 445+3,6 | 0,05+0,08 1,8+1,2
mdx DMSO | 485+62 520+ 1,6 51,4 +6,4 48,0+ 1,6 03+0,5 72+82
mdx salina | 51,112 59,8 49,2 47,1+2,7 38,7+8,5 1,7+2,1 24403
mdxNAP | 442+58' | 651+6,0 | 551+355" | 32,8+47 1,0+2,9 29+24
STN
mdx NIM 498 +52 67,3 +3,4 472+79 32,5+3,0 40+5,1 0,7 +1,2"
mdx DMSO | 50,4 +83 66,3 % 5,1 49,4 + 8.4 33,0+5,1 03+0,3 24419

Tabela 2. Efeitos do naproxeno (NAP) e nimesulida (NIM) na porcentagem de fibras com nticleo periférico (NP),
nucleo central (NC) e fibras positivas ao azul de Evans (AE). 'diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
de mesma idade; p<0,05Teste ¢ de Student.
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4.2. Quantificacido da creatinoquinase

Na analise dos niveis plasmaticos da creatinoquinase (CK), os valores obtidos em
camundongos que receberam solugdo salina ou AINE foram comparados com os valores obtidos
em camundongos C57BL/10. A Tabela 3 mostra os valores da CK nos diferentes grupos
experimentais. Todos os grupos de camundongos mdx apresentaram niveis plasmaticos da CK

elevados em relagdo ao grupo de camundongos C57BL/10.

C57BL/10 mdx salina mdx NAP mdx NIM mdx DMSO
36d | 38,7+10.2 659,34303,9" 1075,94495, 7% | 1803+424,8" % | 1421,12501,8
51d | 603+11.2 3497,9+1815,9' 1752,14178,8' | 4195,04927,9' | 1632,54331,9

Tabela 3. Média em unidades por litro (U/L) e desvio padrio para os valores da atividade enzimatica da
CK no plasma de camundongos C57BL/10 ¢ mdyx. ' comparagdo com o grupo C57BL/10; > comparagio
com o grupo mdx salina; > comparagdo com o grupo mdx NAP ; p<0,05, teste ¢ de Student.

Os grupos mdx NAP e mdx NIM tratados durante 15 dias apresentaram niveis
plasmaticos da CK mais elevados que grupo mdx salina (1075,9 £495,7 U/L, 1803 £+ 424,8 U/L
e 659,3 + 303,9 U/L, respectivamente). A comparagdo entre os grupos mdx NAP e mdx NIM
tratados durante 15 dias mostrou que o grupo mdx NIM apresentou valor da CK mais elevado.

Entre os grupos submetidos ao tratamento com 30 dias de duracdo, sendo sacrificados
aos 51 dias de idade, nenhum dos grupos estudados apresentou valores médios das dosagens da
atividade da CK significativamente diferentes em relagao aos valores médios obtidos do grupo
mdx salina. O grupo que recebeu injecdes intraperitoneais de nimesulida apresentou niveis
plasmaticos da CK mais elevados que o grupo tratado com naproxeno (4195,0 £ 927,9 U/L e
1752,1 £ 178,8 U/L, respectivamente) e a comparagao entre os grupos mdx NIM e mdx NAP

mostrou que o grupo mdx NIM apresentou valor da CK mais elevado.
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5. DISCUSSAO
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5.1 Degeneracao muscular

No presente trabalho, a analise da quantidade de fibras positivas ao azul de Evans mostra
que a propor¢do de fibras em degeneragdo e mionecrose (fibras positivas ao azul de Evans)
manteve-se inalterada nos musculos TA dos grupos estudados quando comparados ao grupo
mdx salina. Na andlise dos musculos STN, apenas o grupo que recebeu tratamento com
nimesulida at¢ o 51° dia de vida mostrou diminuicdo significativa da propor¢do de fibras
positivas ao azul de Evans.

Comparando o indice de fibras em degeneragdo dos musculos TA e STN observamos
que aos 36 dias estes musculos apresentavam-se igualmente afetados. Aos 51 dias o STN
mostrava-se mais afetado que o TA e, apds o tratamento com nimesulida, a propor¢ao de fibras
positivas ao azul de Evans diminuiu apenas no STN. Este resultado sugere o envolvimento dos
produtos da COX-2 na degeneragdo muscular.

Possivelmente, as diferengas observadas na degeneracdo e mionecrose nos musculos
estudados s@o conseqiiéncias dos diferentes tempos em que cada musculo apresenta os ciclos de
degeneracao/regeneracdo (PASTORET; SEBILLE, 1995; MARQUES et al.,, 2008) e das
diferentes respostas dos musculos aos farmacos utilizados, assim como relatado em estudos

anteriores (RADLEY; GROUNDS, 2006; MARQUES et al., 2008).

5.2 Regeneracao muscular

Os AINE podem afetar a regeneracdo muscular devido a inibigdo da producdo de
prostaglandinas, principalmente das PGE, ePGF,,. Estas prostaglandinas sdo importantes para a
ativacdo e proliferagdo de células satélites, diferenciagdo e fusdo de mioblastos e para a

formag¢do de miofibras a partir da fusdo de miotubos (SHEN et al., 2006). A andlise das areas de
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INFL+REG e REG dos grupos estudados mostrou que apds o tratamento com naproxeno ou
com nimesulida ndo houve alteracao significativa destas areas.

Para analisar se os AINE naproxeno e nimesulida reduziram as areas de regeneragdo e de
resposta inflamatoria nos musculos estudados, seria interessante a imunomarcacao das células
satélites e das células inflamatorias para diferencid-las. Esta diferenciacdo possibilitaria a
quantifica¢do das areas de inflamagao e de regeneragdo separadamente e se estas foram alteradas
pela acdo dos AINE.

Outro parametro utilizado para a observacdo da regeneragdo muscular foi a contagem de
fibras com nucleo central, que revela indicios de que estas fibras passaram pelo processo de
regeneragdo. No musculo TA do grupo mdx NAP tratado durante 15 dias consecutivos houve
aumento da porcentagem de fibras com nticleo central e concomitante diminuicao de fibras com
nlcleo periférico. Apesar da area de regeneracdo ter apresentado tendéncia a diminuigdo, esta
ndo foi significativa, sugerindo que o tratamento com naproxeno ndo prejudicou o processo de
regeneragdo muscular, assim como observado em trabalhos anteriores (THORSSON et al.,
1998). Em auséncia das PGE; e PGF,, , cujas producdes sdo inibidas pelos AINE, os miotubos
difrenciam-se rapidamente em fibras musculares adultas sem que ocorra a fusdo entre eles (para
revisdo ver PRISK; HUARD, 2003). Tal fato pode justificar o aumento do niimero de fibras com
nicleo central no musculo TA do grupo mdx NAP tratado durante 15 dias, pois, a agdo do
farmaco pode ter provocado a diferenciacido precoce dos miotubos para estdgios mais avangados
da regeneragdo sem que houvesse fusdo entre eles.

No musculo STN a andlise das proporgdes de fibras com ntlicleo central e nucleo
periférico mostrou que apenas no grupo mdx NAP tratado durante 15 dias consecutivos ocorreu
diminui¢do da porcentagem de fibras com nticleo central e concomitante aumento da propor¢ao

de fibras com nucleo periférico. Neste musculo a inibi¢do das agdes das COX-1 e 2 pelo
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naproxeno pode ter protegido as fibras musculares da a¢do das células inflamatdrias e, assim,
menos fibras foram prejudicadas pela acdo de substancias citotoxicas liberadas por estas células.
Os macrofagos estdo envolvidos no processo de regeneragdo devido a liberagdo de fatores que
ativam as células satélites (ROBERTSON et al., 1993; ARNOLD et al., 2007; TIDBALL;
WEHLING-HENRICKS, 2007, SHEN et al, 2008) e a inibi¢do de sua acdo pelos AINE pode
explicar o fato de ndo haver aumento do niamero de fibras com nucleo central no STN.

Embora cada musculo tenha apresentado uma resposta diferente, o efeito observado apds
a inibicdo simultanea das COX-1 e 2, pelo naproxeno, sugere que este farmaco pode ter efeito
benéfico nos musculos distroficos de camundongos mdx. No musculo TA os resultados obtidos
reforcam a hipdtese de que a auséncia das prostaglandinas pode provocar diferencia¢do precoce
dos miotubos sem que ocorra fusdo entre eles (para revisdo ver PRISK; HUARD, 2003).

No STN, a inibi¢do simultanea das COX-1 e 2 possivelmente diminuiu a a¢do de fatores
citotoxicos que poderiam provocar lesdo de fibras musculares sadias localizadas nos arredores
do local da lesdo, reforcando uma das hipoteses sugeridas anteriormente (CHEUNG; TIDBALL,
2003; para revisao ver TIDBALL, 2005). No musculo STN do grupo mdx NIM com 51 dias de
idade, a reducdo da propor¢do de fibras positivas ao azul de Evans sugere que a inibi¢do da
COX-2 diminuiu a liberagao de substancias citotoxicas.

Uma observagado interessante do presente trabalho diz respeito a diferenca das respostas
dos musculos estudados. Existem relatos na literatura que mostram diferencas na evolucao e
intensidade das lesdes musculares de acordo com a fun¢do desempenhada pelo musculo tais
como locomog¢do, manuten¢do postural e respiragdo (PASTORET; SEBILLE, 1995) e que
alguns grupos musculares ndo sofrem degeneracdo, tais como os musculos extra-oculares
(PERTILLE et al., 2007, MARQUES et al., 2007a) e os musculos intrinsecos da laringe

(MARQUES et al., 2007b). Existe ainda a hipdtese de que as diferengas entre as proporgdes dos
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tipos de fibras musculares existentes em cada musculo podem ser responsaveis pelas
caracteristicas biomecanicas que proporcionam diferentes resisténcias as lesdes decorrentes da
distrofinopatia (HASLETT et al., 2005; BANI et al., 2008). Estes dados, associados aos dados
obtidos no presente trabalho, sugerem que o envolvimento das células inflamatérias pode ser
diferenciado em cada musculo, assim como a producao de fatores que promovam a mionecrose

ou regeneragao muscular.

5.3 Analise da creatinoquinase

A quantificagdo dos niveis plasmaticos da CK nos fornece dados quantitativos
diretamente relacionados com a degeneracao muscular e ¢ um parametro bastante utilizado para
o diagnostico de miopatias (KATIRIJI; AL-JABERI, 2001). Na avaliagdo dos valores
encontrados deve-se levar em conta que os niveis séricos desta enzima dependem da velocidade
de seu clearance, que sofre variagdes individuais (WARREN et al., 2006). Assim, o diagnostico
¢ a evolugao das doengas neuromusculares ndo devem ser baseados unicamente nos valores da
CK. Estes resultados devem servir como dados complementares no diagnostico da doenca. Em
portadores da DMD, estes valores podem encontrar-se 50 a 100 vezes maiores que o valor de
referéncia maximo (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHKHBECK, 1994). Nos camundongos mdXx,
os niveis séricos desta enzima encontram-se elevados durante toda a vida do animal, devido aos
sucessivos ciclos de degeneracao e regeneracao muscular (YOSHIDA et al., 2006).

Todos os grupos de camundongos mdx apresentaram niveis séricos da CK
significantemente maiores em relagdo ao grupo de camundongos C57BL/10. Tal resultado se
justifica pelos constantes ciclos de degeneracdo/regeneragdo muscular que ocorrem nos

camundongos mdx.
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Os niveis plasmaticos da CK refletem a quantidade de CK liberada por todos os
musculos estriados esqueléticos e pela musculatura estriada cardiaca. O resultado da analise
histolégica isolada de cada musculo pode ndo coincidir com os valores da CK, pois, como dito
anteriormente, o ciclos de degeneragdo/regeneracdo podem variar de um musculo para outro
(PASTORET; SEBILLE, 1995; RADLEY; GROUNDS, 2007).

Durante a realizagdo da dosagem da CK, foi verificado que o plasma dos camundongos
mdx submetidos ao tratamento com nimesulida apresentava colora¢do amarelada em relagdo ao
plasma obtido dos outros grupos. O mesmo foi observado em amostras obtidas de camundongos
C57BL/10 que receberam nimesulida durante 15 dias. A alteragdo da coloragdo das amostras
pode ser observada na Figura 4. Estudos anteriores confirmam a presenc¢a da nimesulida e/ou de
seus derivados no plasma sangiliineo (PTACEK; MACEK; KLIMA, 2001; ROLIM; PORTA;
STORPIRTIS, 2007; SORA et al., 2007). Provavelmente, a presenca deste firmaco e/ou de seus
derivados no plasma provoca alteracdo na coloragdo do mesmo e, como a medida da atividade
enzimatica da CK ¢ realizada através de um método colorimétrico, os resultados obtidos através
desta técnica podem ndo representar as quantidades reais desta enzima no plasma dos animais
tratados com nimesulida devido a alteracdo da coloragdo das amostras utilizadas.
Especificamente nos grupos mdx NIM, os resultados obtidos para a CK podem nao refletir o real
efeito da nimesulida na degeneracdo muscular devido as alteragcdes observadas na coloracdo do

plasma obtido de animais submetidos ao tratamento com este farmaco..



-
C57BL/10  C57BL/M0 C57BI
salina nimesulida nimes:

Figura 4. Tubos eppendorf contendo plasma sangiiineo de animais C57BL/10 e mdx. As amostras
de animais tratados com nimesulida apresentam coloragdo amarelada em relagdo as amostras
obtidas de animais que receberam solucdo salina.
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6. CONCLUSOES
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Dentre as drogas utilizadas, o naproxeno mostrou-se ser mais efetivo, influenciando de
forma diferenciada os musculos distroficos, principalmente quando utilizado nos estagios
iniciais dos ciclos de degeneragdo/regeneracdo. Possivelmente, a inibicdo simultanea das COX-1
e 2 beneficiou a recuperagdo do tecido muscular mais do que a inibigao especifica da COX-2.

Apesar da importancia das prostaglandinas para a resposta inflamatoria e para a
regeneragdo muscular, a utilizacdo de farmacos inibidores da producdo destas substancias nao
impediu a regeneragdo de musculos distréficos de camundongos mdx. Sugere-se que o uso de
AINE pode ser uma alternativa potencialmente util para o tratamento das distrofinopatias, mas

este deve ser acompanhado de outros farmacos de a¢do mais direta na prote¢do a degeneragao.
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