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RESUMO

A auséncia da distrofina em fibras musculares de camundongos mdx e na Distrofia Muscular
de Duchenne (DMD) provoca ruptura no sarcolema, aumento no influxo de calcio e
conseqiiente degeneracao muscular.

Neste trabalho verificamos os efeitos dos bloqueadores de canais de calcio diltiazem e
verapamil na degeneracao/regeneragdo do musculo distréfico de camundongos mdx.
Camundongos mdx (n=32; 18 dias de vida pos-natal) receberam diariamente injecdo
intraperitoneal de diltiazem (n=16; 72 mg/kg) ou verapamil (n=16; 25 mg/kg) por 18 dias.
Apos este periodo os musculos esternomastoide, diafragma, tibial anterior e coragdo foram
retirados. Animais mdx controle (n=16) foram injetados com solugdo salina. Ambas drogas
diminuiram significativamente os niveis séricos de creatina quinase (mdx tratado com salina:
5734245 U/l, animais tratado com diltiazem: 161+53*U/l e animais tratados com verapamil:
217£57*U/1; médiatdesvio padrao, *p<0,05 comparados a animais tratados com salina, teste ¢
de Student). A quantificacdo de calcio total, por espectrometro de emissdo Optica em plasma,
foi 173-475% maior em musculos do mdx comparado a musculos de animais controles nao-
distroficos C57BI/10. Verapamil e diltiazem reduziram a concentragdo de calcio total apenas
no diafragma (diltiazem: 229 mg de calcio/kg versus salina: 295mg de célcio/kg; p=0,06, teste
t de Student) e no musculo cardiaco (diltiazem/verapamil: 10 mg de calcio/kg versus salina: 16
mg de calcio/kg; p<0,05, teste ¢ de Student).

Na anadlise histoldgica, o diltiazem diminui significativamente a degeneracdo muscular
no diafragma (salina: 28% fibras com nucleo central e 7% fibras positivas ao Azul de Evans
versus 12% fibras com nucleo central e 1% fibras positivas ao Azul de Evans; p<0,05, teste ¢
de Student). Encontramos um aumento significativo de calsequestrina e B-distroglicana, pela
técnica de Western blotting, em alguns musculos dos animais tratados com diltiazem e
verapamil. O diltiazem aparenta ser o mais efetivo agente na prote¢do contra degeneracao
muscular, especialmente nos musculos mais afetados.

Nossos resultados indicam que bloqueadores de canais de célcio protegem contra a
degeneragdo muscular na auséncia de distrofina e podem ser tteis para o melhor entendimento

dos mecanismos envolvidos nas distrofinopatias.
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ABSTRACT

The lack of dystrophin in dystrophin-deficient fibers of mdx mice and in Duchenne
muscular dystrophy leads to sarcolemmal breakdown and enhanced calcium influx followed
by muscle degeneration.In this work, we examined whether the calcium channel blockers
diltiazem and verapamil could protect dystrophic muscles from degeneration/regeneration.
Mdx mice (n=32; 18 days old) received daily intraperitoneal injections of diltiazem (n=16; 72
mg/kg body weight) or verapamil (n=16; 25 mg/kg body weight) for 18 days, after which the
sternomastoid, diaphragm, tibialis anterior and cardiac muscles were removed. Control mdx
mice (n=16) were injected with saline. Both drugs significantly decreased the blood levels of
creatine kinase (saline-treated mdx mice: 573+245 U/l, diltiazem-treated mice: 161+53* U/l
and verapamil-treated mice: 217+57* U/l; meantS.E.M., *p<0.05 vs. saline controls,
Student’s t-test). The total calcium content, measured by plasma emission spectrometry, was
173-475% greater in mdx muscles compared to control C57Bl/10 muscles. Verapamil and
diltiazem reduced the total calcium content only in diaphragm (diltiazem-treated mice: 229 mg
calcium/kg vs. saline-treated mice: 295 mg calcium/kg; p=0.06, Student’s #-test) and cardiac
muscle (diltiazem/verapamil-treated mice: 10 mg calcium/kg vs. saline-treated mice: 16 mg
calcium/kg; p<0.05, Student’s z-test). Histological analysis showed that diltiazem significantly
attenuated muscle degeneration only in diaphragm muscle (28% central nucleated fibers and
7% Evans blue-positive fibers in saline-treated mice vs. 12% central nucleated fibers and 1%
Evans blue-positive fibers in diltiazem-treated mice; p<0.05, Student’s ¢-test). Immunoblots
showed a significant increase in the levels of calsequestrin and B-dystroglycan in some
diltiazem- and verapamil-treated muscles. Diltiazem was more effective than verapamil in
protecting against muscle degeneration in mdx mice, especially in the more affected muscles.
These results indicate that calcium channel blockers protect against muscle degeneration in the
absence of dystrophin. They also suggest that these drugs could be useful therapeutic

alternatives in the treatment of Duchenne muscular dystrophy.



1. INTRODUCAO

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD; CID 310200), descrita em 1861, ¢ considerada
a mais comum e devastadora das distrofias musculares humanas, afetando uma em cada 3500
criangas do sexo masculino nascidas vivas. E caracterizada por fraqueza muscular progressiva
seguida por perda de fungdo e Obito por comprometimento cardio-respiratdrio em torno da
segunda ou terceira década de vida (ENGEL et al., 1994; PETROF, 1998; BIGGAR et al., 2006).

A DMD ¢ uma doenga recessiva ligada ao cromossomo X, sendo mais freqiiente em
pessoas do sexo masculino. A anormalidade genética estd na seqiiéncia de nucleotideos
responsavel pela expressdo da proteina distrofina. Aproximadamente 30% dos casos originam-se
de mutacdo espontinea, sendo o restante dos casos herdados do gendtipo materno. Devido ao
tamanho e complexidade do gene, a freqiiéncia de mutacao, dele¢des ou duplicagdes € elevada
(TINSLEY et al., 1994). Isso resulta na leitura errada e/ou parada prematura da transcrigdo génica
e codificacdo anormal da proteina, tornando-a instavel e facilmente degradada por proteases
endogenas (SEIXAS et al., 1997).

A distrofina estd associada a glicoproteinas, formando o complexo distrofina-
glicoproteinas (CDG), que atravessa o sarcolema e estabelece conexdo do citoesqueleto
intracelular com a matriz extracelular da fibra muscular (BROWM; DPHIL et al., 1997,
PETROF, 2002; SPENCER; MELLGREN, 2002). A auséncia da distrofina prejudica esta
conexao, promovendo desorganizacdo dos componentes do CDG e instabilidade do sarcolema
durante os ciclos de contracdo e relaxamento, levando a lesdo do sarcolema e degeneragdo da

miofibra (GROUNDS et al., 2005a).



Em pacientes com DMD, a analise histologica da biopsia muscular revela fibras em
degeneracdo, freqiientemente agrupadas, e presenca de infiltrado inflamatério com macrofagos e
linfécitos. Pequenas fibras imaturas de nucleo central também sdo observadas, refletindo a
regeneragao muscular por células satélites (SCHMALBRUCH, 1984; McDOUALL et al., 1990).
As células satélites, localizadas entre a lamina basal e o sarcolema, sdo responsaveis pelo
crescimento e regeneragdo muscular na vida pds-natal. Entretanto, células satélites distroficas
produzem fibras musculares sem distrofina propensas a degeneracdo. Posteriormente, a
capacidade de regeneragdo por células satélites diminui e as fibras musculares sdo substituidas
por tecido conjuntivo e adiposo (HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005), o que justifica a perda da

funcdo muscular observada nesses pacientes.

1.2 Camundongos mdx

Até o final da década de 80, o estudo da DMD estava restrito as analises de bidpsias ou ao
cultivo de células, sendo impossivel a observacdo experimental controlada da degeneracgdo
muscular. Nesse periodo, entretanto, surge uma linhagem de camundongos mutantes originados
da linhagem C57BL/10 ScSn, denominada C57BL/10 mdx: “x chromossome-linked muscular
dystrophy” (BULFIELD et al., 1984). Estudos genéticos demonstraram que nos camundongos
mdx o gene afetado é homodlogo ao dos pacientes com DMD (LEFAUCHER et al., 1995),
apresentando também auséncia de distrofina, tornando-o um valioso modelo para estudos da
DMD. O camundongo mdx ¢ o modelo animal preferido da DMD devido a larga disponibilidade
e baixo custo de produgdo e manutengdo (TANABE et al.,, 1986; HAMER et al., 2002;
SASAOKA et al., 2003).

Embora o camundongo mdx apresente intenso infiltrado inflamatério nas areas de

mionecrose, difere da distrofia humana por ndo apresentar fibrose intensa e deposito de tecido



adiposo na maioria dos tecidos musculares esqueléticos (PASTERNAK et al., 1995). Machos e
fémeas sdo afetados e os musculos do mdx regeneram sucessivamente apos necrose, pelo menos
durante a fase adulta do animal.

Os primeiros sinais de degeneracdo e regeneracdo das fibras musculares nesses animais
iniciam-se por volta dos 20 dias de vida pos-natal. Acredita-se que o inicio repentino da
mionecrose observada nessa idade seja devido ao aumento da atividade muscular que ocorre
neste periodo, que aumentaria a susceptibilidade das fibras musculares a lesdo (TANABE et al.,
1986; CULLEN; JARROS, 1988; DISATNIK et al., 1998).

Entre 35 a 90 dias de vida, a necrose atinge seu apice e ap6és 120 dias de idade, a
incidéncia de fibras necroticas ¢ reduzida (TANABE et al., 1986). Até os nove meses de idade
nota-se heterogeneidade no diametro das fibras musculares, bem como aumento significante do
numero de fibras com nucleo central (BRIGUET et al., 2004).

Apds os 20 meses de vida, a capacidade de regeneragdo muscular decresce devido a
diminui¢do gradual da quantidade e da capacidade de proliferagdo das células satélites (LUZ et
al., 2002). Os animais comecam a apresentar caracteristicas patologicas semelhantes as
observadas em humanos, com progressiva fraqueza motora ¢ perda de fibras musculares, que sdo
substituidas por tecido conjuntivo (LEFAUCHEUR et al., 1995).

Dependendo do musculo estudado, observam-se diferengas na evolugdo e na intensidade
das lesdes musculares (PASTORET; SEBILLE, 1995; RADLEY; GROUNDS, 2006;
MARQUES et al., 2008). Diferente da maioria dos musculos do animal distréfico, o diafragma
apresenta uma patologia severa com degeneragdo progressiva, similar a progressio da DMD em
humanos. Acredita-se que esta diferenga ¢ causada pelo trabalho continuo do musculo para a
respiragao (STEDMAN et al., 1991) e pela diminui¢dao da capacidade de regeneragdo ap6s dano

muscular (MATECKI et al., 2004).



1.3 Distrofina e Complexo Distrofina-Glicoproteinas

A distrofina ¢ uma proteina de massa molecular relativa de 427 kDa, encontrada
principalmente na face citoplasmatica do sarcolema. Sua molécula ¢ formada por tripla hélice de
2700 aminoacidos codificados por 79 exons, que sdo comandados pela atuagao de diversos
promotores presentes em alguns tipos celulares, como as células musculares, as células da glia, as
células de Purkinge e as células de Schwann. O promotor muscular para a distrofina é bastante
ativo nos musculos esqueléticos e cardiacos (ENGEL et al., 1994).

Quanto a sua organizacdo molecular, a distrofina apresenta a forma de um dimero
antiparalelo dividido em quatro dominios: o primeiro relaciona-se com a a-actina; o segundo
liga-se a espectrina; o terceiro a ancarina; o ultimo a um complexo de proteinas extracelulares,
tais como a [-distroglicana (B-DG) e a 2-laminina (ENGEL et al., 1994).

O complexo distrofina-glicoproteinas (CDG, Figura 1) apresenta multiplas subunidades
que atravessam o sarcolema e conectam a matriz extracelular ao citoesqueleo de actina. Fazem
parte deste complexo as distroglicanas, as sintrofinas, as sarcoglicanas e as distrobevinas (para
revisao ver RANDO, 2001; BIGGAR et al., 2002; LAPIDOS et al., 2004; MARQUES, 2004).

No modelo do CDG representado na figura 1, a a-distroglicana esta ligada ao sarcolema
por interagcdes com o complexo transmembrana constituido de B-DG e complexo de proteinas
sarcoglicanas (IBRAGHIMOV-BESKROVNAYA et al., 1992). A cauda citoplasmatica da B-DG
liga-se a distrofina na regido rica em cisteina pelo dominio WW e a a-distroglicana liga-se aos
componentes da matriz extracelular, em especial a agrina e laminina, para promover a ligacao
entre o citoesqueleto interno e a matriz extracelular (ERVASTI; CAMPBELL, 1993). As regides

N-terminal da distrofina associam-se ao citoesqueleto de actina, embora a regido central também



possua propriedades de ligacdo a actina. Por fim, o dominio C-terminal interage com as
distrobrevinas e as sintrofinas.

Sugere-se que o CDG confere estabilidade ao sarcolema durante a contragao e
relaxamento da fibra muscular (ENGEL et al., 1994), além de servir como sinalizador de
processos intracelulares que levam a mecanismos de defesa, a regulagdo de processos vitais ou a
morte da fibra muscular. As moléculas de sinalizagdo associadas ao CDG incluem calmodulina,
Grb2 e 6xido nitrico sintase (NOS), para revisdo ver Rando (2001), Gailly (2002) e Marques

(2004).

i Sincoilin
a— Distrobrevina

Figura 1: Organizacdo molecular do complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema, incluindo os componentes
integrais do complexo (distrofina, complexo distroglicano, complexo sarcoglicano, a-distrobrevina, sintrofinas e
sarcospan), a ligacdo com a matriz extracelular (laminina 2), partes de ligacdo intracelular (F-actina, sincoilin e
filamin 2) e moléculas de sinalizagdo ligadas ao complexo (calmodulina, Grb2 e NOS). Adaptado de Rando, Muscle
& Nerve, 24, p.1575-1594, 2001.

Mutagdes nos componentes deste complexo podem causar diferentes formas de distrofia

muscular de heranga autossomica. Em pacientes com DMD, os componentes do CDG estdo



diminuidos ou ausentes no sarcolema quando comparados a musculos normais (ERVASTI et al.,
1990), sugerindo que a distrofina ¢ essencial para a correta formacao do CDG.

O mecanismo pelo qual defeitos do CDG causam degeneracdo muscular permanece
desconhecido. Acredita-se que a patogénese da DMD esteja relacionada a fragilidade do
sarcolema, ao estresse mecdnico ¢ ao maior influxo de fons calcio (Ca’") na fibra muscular
resultante de disfuncdo de canais i0nicos ou de descontinuidades do sarcolema das fibras
distroficas, observadas ao microscopio eletronico (MOKRI; ENGEL, 1975). Outros mecanismos
podem estar relacionados a mionecrose, tais como sinalizagdo celular alterada (RANDO, 2001),
aumento do estresse oxidativo e participacdo de fatores inflamatérios liberados por neutroéfilos,
macrofagos e citocinas, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a.), para revisao ver Whitehead

(2006).

1.4 Degenerag¢ao Muscular no Camundongo mdx

A auséncia da distrofina e conseqiiente desorganizagdo do CDG ¢ o evento inicial para a
degeneracdo muscular. Esta desorganizacdo favorece a fragilidade do sarcolema, com aumento
das micro-rupturas transitorias que ocorrem pela for¢a contratil dos sarcomeros durante os ciclos
de contracdo e relaxamento (PETROF et al, 1993, GROUNDS et al., 2005a). Rupturas
transitorias da membrana plasmatica sdo comuns em células sob estresse mecanico (para revisao
ver McNEIL; STEINHARDT, 1997) e podem ser observadas pela perda de contetdo intracelular
da fibra muscular distréfica para o meio extracelular, como por exemplo da enzima creatina
quinase (CK). A perda da integridade do sarcolema permite também o influxo de proteinas e ions
para o meio intracelular, tais como albumina e ions calcio (STRAUB et al., 1997; AMTHOR et

al., 2004).



A distrofina também pode estar envolvida na agregacdo de canais i6nicos da membrana e
sua auséncia pode levar a funcdo anormal desses canais (FRANCO-OBREGON; LANSMAN,
1990). Sendo assim, a via inicial para entrada excessiva de Ca’" no musculo mdx pode ser
também através de canais 10nicos.

O aumento na concentracdo de Ca®" intracelular citoplasmatica [Ca®]; leva a ativagdo de
calpainas, resultando em protedlise dos constituintes celulares; ativagdo de fosfolipase A,,
afetando a integridade da membrana; aumento na producdo de espécies reativas ao oxigénio,
causando peroxidagio lipidica; e aumento na concentragio de Ca*" na mitocondria (Figura 2),

para revisdo ver Gissel (2005) e Whitehead et al. (2006).
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Figura 2: Esquema mostrando as possiveis vias de degeneragio na fibra muscular distréfica, pelo aumento de [Ca®'];
e de espécies reativas ao oxigénio (ROS); detalhes descritos no texto. Diltiazem e verapamil, além de bloquear canais
de calcio tipo-L, também atuam em canal de calcio leak. Adaptado de Whitehead, Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology, 33, p.657-662, 2006.

1.5 Ions calcio e seus canais
2+ . . . ~
O Ca”™ ¢ um importante mensageiro intracelular que regula fendomenos celulares
fisiologicos, como a contragdo-relaxamento da fibra muscular, e também desencadeia e participa

de eventos patologicos que levam a injuria celular. A [Ca®"]; é regulada pela interagio de



maultiplos processos de influxo e efluxo (Figura 3). A [Ca’>']; ocorre em ondas e picos, visto que
altas concentragdes por longos periodos sao toxicas para as células (BOOTMAN et al., 2001).

De maneira geral, as células mantém baixas [Ca®]; livre, havendo alta concentragdo
extracelular deste ion (ALBERTS et al., 2002; BOOTMAN et al., 2001). O gradiente de Ca*" é
mantido por canais presentes na membrana plasmatica que movem ativamente o Ca’" para fora
da célula. Ou ainda, este fon pode ser resgatado para o reticulo endoplasmatico pela bomba Ca*"-
ATPase (ALBERTS et al., 2002).

Em fibras musculares distroficas é observada alteragio na concentracio do Ca’
(TURNER et al.,, 1991), que se encontra elevada no citoplasma ou dentro de outros
compartimentos celulares, como reticulo sarcoplasmatico ¢ mitocondria (MALLOUK et al.,
2000; ROBERT et al., 2001).

A mobiliza¢io do Ca*" (influxo, efluxo e estocagem intracelular) ¢ realizada por canais
voltagem-dependentes, os quais sdo operados por despolarizagdo; canais de Ca®" capacitativos,
operados pela deplegdo de estoques intracelulares; e canais receptor-operados, que sdo ativados
por mensageiros bioquimicos. Os canais i0nicos possuem ligacdo estrutural a proteinas ligadas a
membrana e contribuem para o transito anormal de Ca®" em midcitos distroficos (FONG et
al.,1990; FRANCO-OBREGON; LANSMAN, 1990; VANDEBROUCK et al., 2006).

Em resposta a despolarizacdo do sarcolema, os canais voltagem-dependentes
dihidropiridina (DHPRS) tipo-L, localizados na membrana dos tibulos transversos, permitem a
entrada inicial do Ca*"(Figura 3). O potencial de agdo gerado pelos DHPRs ativa os receptores
rianodina que liberam Ca*" do reticulo sarcoplasmatico para o sarcoplasma. O aumento da [Ca®'];
leva a ativacdo de proteinas e conseqiiente contragdo da fibra. O relaxamento ocorre em

decorréncia da diminui¢o [Ca*']; pelo bombeamento do Ca*” para fora da fibra muscular e para



o reticulo sarcoplasmatico via bombas Ca”>’- ATPase da membrana plasmatica ¢ Ca*" - ATPase
do Reticulo Sarcoplasmatico (SERCA), para revisao ver Rossi e Dirksen (2006).

O Ca’" bombeado para o reticulo sarcoplasmatico liga-se a calsequestrina (CSQ),
principal proteina de tamponamento e estocagem de Ca®” desta organela (Figura 3). Além disso, a
CSQ parece regular a liberacio do Ca®" para fora do reticulo sarcoplasmatico através dos
receptores rianodina controlando a [Ca2+]i (Rossi e Dirksen, 2006; Yano et al., 1994). Nos

musculos distréficos, ha decréscimo na capacidade da CSQ em se ligar ao Ca®" (CULLIGAN et

al., 2002).
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Figura 3: Diagrama esquematico da regulagdo de ions calcio (Ca*") intracelular em uma fibra muscular esquelética
distrofica. As setas continuas indicam a movimentagao de calcio intracelular; as setas pontilhadas indicam vias de
regulagio do Ca®". Em resposta a despolarizagio do sarcolema, os canais de célcio tipo-L (L), localizados nos
tabulos T (TT) permitem a entrada de calcio na fibra muscular e ativam os receptores rianodina (RyR) do reticulo
sarcoplasmatico (RS), levando a um aumento [Ca’']; e conseqiiente contragdo muscular. O relaxamento ocorre em
decorréncia da diminuigdo da [Ca*']; pelo bombeamento do Ca*" para fora da fibra muscular e para o RS via bombas
Ca’"-ATPase da membrana plasmatica e Ca’* - ATPase do RS (Serca). O calcio bombeado para o reticulo
sarcoplasmatico liga-se a calsequestrina (CSQ), que parece regular a liberagdo do Ca®" para fora do RS através dos
RyR. Durante os ciclos de contragdo e relaxamento ha um aumento das micro-rupturas transitorias da membrana
plasmatica (1), permitindo o influxo de Ca*" para o meio intracelular. O aumento [Ca’']; ativa proteases como a
calpaina, que ativa os canais de Ca®" do tipo leak ¢ leva a um influxo continuo de Ca®*, com conseqiiente aumento
da [Ca®']; e ativagdo de diferentes vias degenerativas, que levam a mionecrose. A auséncia de distrofina no
Complexo Distrofina-Glicoproteinas (CDG) pode levar a fung@o anormal de canais do sarcolema. Adaptado de
Pertille, submetido.
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Outros canais podem estar envolvidos com o maior influxo de Ca®" para o sarcoplasma,
por exemplo o canal ativado por alongamento (SAC, stretch-activated channel). Antes de
qualquer sinal de degeneragdo ou necrose muscular, as fibras musculares de camundongos mdx
jovens apresentam um aumento na atividade destes canais (FRANCO-OBREGON; LANSMAN,
1994), sugerindo ser a fonte primaria de Ca®" nos musculo distréfico. A ocorréncia destes canais
¢ maior em fibras de mdx (VANDEBROUCK et al., 2002), levando a um aumento no influxo de
Ca”" e conseqiiente aumento na [Ca®'];.

A [Ca™"]; elevada ativa proteases como a calpaina, que ativa os canais de Ca®" do tipo
leak (ALDERTON; STEINHARDT, 2000a). A ativagdo de canais leak leva a um influxo
continuo de Ca*" (FONG et al., 1990; TURNER et al.,, 1991; TURNER et al., 1993), com
conseqiiente aumento na [Ca’’]; e ativagdo de diferentes vias degenerativas, que levam a
mionecrose. Isso pode resultar em um ciclo com feedback positivo de influxo de Ca*", protedlise
dependente de Ca®" e aumento de influxo de Ca®" (para revisio ver BERCHTOLD et al., 2000;

WHITEHEAD et al., 2006).

1.6 Bloqueadores de Canais de Ca®

Virias estratégias farmacologicas sdo utilizadas para minimizar a evolugdo da doenga,
prolongando ¢ melhorando a qualidade de vida dos pacientes com DMD. Dentre elas podemos
destacar o uso de antiinflamatorios, de bloqueadores de canais de Ca", inibidores de proteases e
drogas que agem no metabolismo de lipidios e proteinas (para revisdo vide PORTER et al., 2002;
RUEGG et al., 2002; IWATA et al., 2005).

Bloqueadores de canais de Ca®" sdo drogas que inibem o aumento citossolico de Ca®",
agindo sobre canais ionicos. Eles sdo representados por farmacos indicados no tratamento

cardiaco e de hipertensdo, como o diltiazem (benzotiazepina) e o verapamil (benzeneacetonitrila;
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GILMAN et al., 1991, JANIS et al., 1987). Estudos sobre o efeito desses farmacos em musculo
esquelético de animais experimentais distréficos por deficiéncia em sarcoglicanos (JOHNSON;
BHATTACHARYA, 1993) e em reticulo sarcoplasmatico de musculos esqueléticos de animais
normais (WANG et al., 1984; PAYDAR et al.,, 2005) demonstraram redug¢do na taxa de
transporte de calcio para o sarcoplasma, contribuindo para a regulagdo da concentragdo de calcio
intracelular.

Viarios estudos foram realizados com diltiazem para o tratamento de DMD. Nao houve
diferengas estatisticas que comprovassem a eficiéncia do tratamento, embora tenham sido
observados alguns efeitos positivos do diltiazem (BERTORINI et al., 1988; PERNICE et al.,
1988; LEFKOWITZ; LEFKOWITZ, 2005).

No musculo cardiaco, o diltiazem e o verapamil agem seletivamente nos canais voltagem-
dependente tipo L (JANIS et al., 1987). No musculo esquelético, estes bloqueadores também
agem nos canais de Ca’" tipo leak voltagem-independente. O canal de Ca®" tipo leak possui
propriedades semelhantes a um canal operado por estoque, pois se abre em resposta a deplegao de
Ca”" no reticulo sarcoplasmatico (POZZAN et al., 1994). O bloqueio destes canais impede o
aumento da [Ca®]; que leva a mionecrose. Uma via de protecdo indireta dos bloqueadores de
canais de calcio ¢ pela regulacdo do TNF-a, que ativa processos inflamatorios e pode levar a

apoptose celular (LEFKOWITZ; LEFKOWITZ, 2005).
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2. OBJETIVOS

Verificar os efeitos dos bloqueadores de canais de calcio diltiazem e verapamil na

degeneracao/regeneracao de fibras musculares distroficas de camundongos da linhagem mdlx.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/10ScCr/Uni e C57BL/10-mdx de
ambos os sexos, obtidos a partir do acasalamento de animais mantidos no Biotério do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia, UNICAMP. As matrizes sdo oriundas do
Centro Multidisciplinar para Investigacao Biologica (CEMIB), UNICAMP. Apods o nascimento,

os filhotes permaneceram com a fémea até o 21° dia de vida p6s-natal.

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em caixas plasticas padrdo em
condi¢des ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) e com ragado e agua ad libitum.

Todos os experimentos foram realizados em acordo com as diretrizes para experimentagao
animal de nossa Instituigdo, sob o protocolo da Comissdo de Etica na Experimentagio Animal

(CEEA-IB-UNICAMP) n° 1124-1.

3.2 Grupos Experimentais e Tratamento

Grupo controle: Composto por animais da linhagem C57BL/10ScCr/Uni (n=09). Este
grupo tem por objetivo servir de comparativo aos demais grupos, por ndo apresentar ciclos de

degeneragao/regeneracao da fibra muscular.

Grupo controle tratado: Composto por animais da linhagem C57BL/10ScCr/Uni
(n=06). Este grupo tem por objetivo observar se o tratamento com os bloqueadores de canais de
célcio diltiazem (benzotiazepina — Sigma) e verapamil (benzeneacetonitrila — Sigma), do 18° ao
36° dia de vida pos-natal, “per se” altera o nivel sérico de creatina quinase. Este grupo foi

dividido em dois, de acordo com o bloqueador de canal de célcio utilizado:
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- Controle diltiazem: Grupo tratado com inje¢dao intraperitoneal de diltiazem

(n=03) diluido em solugdo fisiologica, 72mg/Kg (Iwata et al., 2005);
- Controle verapamil: Grupo tratado com inje¢do intraperitoneal de verapamil

(n=03) diluido em solugao fisiologica, 25 mg/Kg (Iwata et al., 2005).
Grupo mdx: Composto por animais da linhagem mdx (n=16), que receberam inje¢ao
intraperitoneal de solugdo fisiologica 0,9%, do 18° ao 36° dia de vida pds-natal. Este grupo tem
por objetivo observar a degeneracdo/regeneragdao da fibra muscular distréfica em camundongos

ndo tratados.

Grupo mdx tratado: Composto por animais da linhagem mdx (n=32), com tratamento do
18° ao 36° dia de vida pos-natal. Este grupo tem por objetivo observar a agdo do tratamento com
os bloqueadores de canais de calcio diltiazem e verapamil, em camundongos mdx. Este grupo foi

subdividido em dois, de acordo com o bloqueador de canal de célcio utilizado:

- Diltiazem: Grupo tratado diariamente com injecdo intraperitoneal de diltiazem
(n=16) diluido em solugdo fisiologica, 72mg/Kg (Iwata et al., 2005);
- Verapamil: Grupo tratado diariamente com injec¢do intraperitoneal de verapamil

(n=16) diluido em solugdo fisiologica, 25 mg/Kg (Iwata et al., 2005).

3.3 Determinagio de Creatina Quinase no plasma sanguineo

Para observar a a¢do dos bloqueadores de canais de célcio sobre a degeneragdo muscular,
realizamos a quantificagdo de creatina quinase (CK) nos grupos mdx (n=5), diltiazem (n=5),
verapamil (n=5). O sangue foi coletado por puncdo cardiaca sob anestesia com cloridrato de
cetamina (130 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/Kg). Em seguida, o sangue foi

centrifugado a 936 RCF (Forca centrifuga relativa a aceleragdo da gravidade) e 4°C por 10
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minutos. Utilizamos o kit para quantificagdo de CK — Bioclin. As absorbancias das amostras
foram lidas a 25°C utilizando-se espectrofotdometro UV com comprimento de onda de 340 nm e
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico.

Para verificar se possiveis alteragdes nos valores de CK nos animais tratados estariam
diretamente relacionadas com a diminuicdo da mionecrose, realizamos analise de CK em
camundongos controle (C57BL/10ScCr) tratados com solugdo fisiologica (n=3), diltiazem (n=3)

e verapamil (n=3).

3.4 Analise Histopatologica

3.4.1 Marcaciao com o corante Azul de Evans

O corante azul de Evans (AE; tetrasodium diazo salt Evans blue dye; Sigma) é uma
molécula impermeavel a membrana plasmdatica, ndo penetrando em fibras musculares
esqueléticas de camundongos normais. O corante liga-se a albumina sérica ¢ penetra na fibra
muscular quando a membrana ndo esta integra. A marcagdo in vivo com este corante evidencia
fibras com alteracdo de permeabilidade do sarcolema e fibras em degeneragdo, fornecendo
informagdes sobre algumas caracteristicas dinamicas e estruturais de musculos esqueléticos
normais e portadores de patologias (MATSUDA et al., 1995; MARQUES et al., 2007c).

Utilizamos uma solug¢dao 1% de AE (Sigma), em Tampao Fosfato Salina (PBS: 14g de
fosfato de sdédio monofasico, 4,3 de fosfato de potassio bibasico anidro, 72g de cloreto de sédio
em 1L de agua destilada, pH 7,5), injetada intraperitonialmente na concentracdo de 0,ImL de
solugdo por 10g de peso do animal (MATSUDA et al., 1995; HAMER et al., 2002; MARQUES

et al., 2007¢). Apos 12 horas da inje¢ao os animais foram sacrificados.
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3.4.2 Retirada e Processamento dos Musculos
Os musculos dos animais mdx (n=5), dos mdx tratados com diltiazem (n=5) e dos mdx
tratados com verapamil (n=5) foram processados segundo metodologia descrita por Straub et al.

(1997) para verificacao de alteracdes de permeabilidade no sarcolema.

Os animais foram sacrificados com anestesia intraperitoneal de cloridrato de cetamina
(130 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/Kg). Os musculos esternomastdide (STN), tibial
anterior (TA), diafragma e coragdo foram retirados e mantidos em solugdo fisioldgica durante
todo o procedimento. Cada musculo STN foi envolvido em um hemi-diafragma, para permitir seu
posicionamento vertical no suporte de congelamento.

Para o congelamento os musculos foram fixados em suporte de madeira com tragacanth
gum, imersos em n-hexano (J.T. Baker) por 45 segundos e imediatamente colocados em
nitrogénio liquido a -159°C. Os musculos foram entdo retirados do nitrogénio ¢ mantidos no
Biofreezer a -70°C.

Para obtengdo de cortes em criostato (Microm-HS505E), os musculos foram
descongelados até -23°C e seccionados transversalmente na espessura de 7um. Foram colocados
quatro cortes por ldmina. Uma ldmina foi utilizada para coloragdo com hematoxilina-eosina ou
tricrdmico de Masson, outra para analise do AE.

As laminas para andlise da integridade do sarcolema, por meio do AE, foram incubadas

por 15 minutos com acetona a —20°C ¢ montadas em meio para fluorescéncia DABCO (Sigma).

Para a andlise da regeneracdo muscular foi realizada coloracdo de hematoxilina-eosina
(HE). As laminas foram imersas em solu¢do de hematoxilina de Harris por 30 segundos em

temperatura ambiente, lavadas em dgua corrente por dez minutos e imersas em solu¢do de eosina
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por 15 segundos, sendo retirado o excesso de eosina em &agua corrente. As laminas foram

desidratadas em seqiiéncia de alcoois e xilol e montadas em meio de montagem entellan (Merck).

Para a analise da area de fibrose no coragdo foi realizada colora¢ao de tricromico de
Masson. As ldminas foram imersas em fixador Bouin por 3 horas, incubadas em éalcool 70% por
12h e lavadas em agua corrente por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram coradas com
hematoxilina de Harris por 5 minutos, lavadas em agua corrente por 10 minutos e imersas em
solugdo-filha de Masson por 15 minutos. As laminas foram banhadas em solu¢do aquosa de acido
acético a 0,2% por trés vezes, mergulhadas em solugdo de azofloxina por 5 minutos, e incubadas
em solugdo de verde-luz por 10 minutos. Apds banhar as laminas em solug¢do aquosa de acido
acético a 0,2%, elas foram desidratadas em seqiiéncia de alcoois e xilol ¢ montadas em meio de

montagem entellan (Merck).

3.4.3 Quantificacido da degeneracio e regeneracio

O processo de alteragcdo de permeabilidade e degeneragdo muscular foi medido pela
quantifica¢do de fibras marcadas com AE. A regeneragdo muscular foi medida pelo nimero de
fibras com nucleo central e pela medicdo da area de inflamagdo/regeneragdo ¢ area de

regeneragao.

Para as laminas coradas com HE, bem como para as montadas para analise do AE, dois
cortes aleatorios de cada lamina foram escolhidos para que ao final se obtivesse o numero total de
fibras musculares, o nimero ¢ a porcentagem de fibras com nucleo central e de fibras marcadas
com AE. Para o musculo diafragma foram escolhidos cinco campos aleatdrios de cada corte para

a quantificagdo da porcentagem de fibras com nucleo central e nicleo periférico.
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Foram obtidos também a porcentagem da area total do musculo em processo inicial de
regeneracdo associado ao infiltrado inflamatério (% Infl/Reg) e a porcentagem da area total do
musculo em processo avancado de regeneracao (% Reg).

As areas de inflamacdo e regeneragdo foram caracterizadas por apresentar intenso
infiltrado inflamatorio e fibras em estagio inicial de regeneracao (Figura 5C-F). Essas fibras
possuem pequeno didmetro, citoplasma escasso fortemente baséfilo e nucleo central. As areas de
regeneragdo apresentam fibras em estdgio avangado de regeneracdo com citoplasma basofilo,
nuicleo central, aumento aparente da proporc¢do citoplasma/nucleo, menor diametro quando
comparadas a células com nucleo central (NC) e nticleo periférico (NP) e escassa quantidade de
infiltrado inflamatério ao seu redor (GROUNDS; TORRISI, 2004; GROUNDS et al., 2005b,
MARQUES et al., 2008).

Para o musculo cardiaco foi observada a marcagdo com AE ¢ obtida a porcentagem da

arca de fibrose com a coloragdo de tricromico de Masson.

3.4.4 Observacao dos musculos

As laminas com coloragdo de HE ¢ tricromico de Masson foram observadas ao
microscopio de luz binocular (Carl Zeiss), acoplado a uma objetiva com reticulo quadrilatero
com 100 pontos. Para a quantificagdo das fibras musculares utilizamos um contador manual. Para
medi¢do das areas foram adquiridas imagens através de video camera (Nikon Express Series)
acoplada ao microscopio de luz (Nikon Eclipse E 400) com objetiva de 20X e conectado a um
computador com software Image Pro-Express.

A observagdo das laminas coradas com AE foi feita em microscopio Optico de
fluorescéncia (Nikon Express Series). O microscopio de fluorescéncia estd acoplado a video

camera (Hamamatsu C2400) para captacao de imagens.
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3.5 Determinacao de calcio total nos musculos

Para observar os efeitos do diltiazem e do verapamil na quantidade de célcio total das
fibras musculares realizamos a dosagem deste ion através de espectrometria de plasma. Foram
utilizados trés animais de cada grupo: controle, mdx, diltiazem e verapamil.

Os musculos STN, TA, diafragma e coragdo foram retirados como descrito previamente e
pesados em balanga analitica. Para o preparo das amostras, utilizamos a técnica descrita por
Yoshida e colaboradores (2006). Os musculos foram colocados em baldo volumétrico contendo
2% de seu volume de acido nitrico p.a. a 100°C até a digestdo total dos musculos. O balao
volumétrico foi completado com agua ultra-pura e a amostra filtrada com algodao em um funil. A
analise da amostra foi realizada no espectrometro de emissao dtica em plasma com acoplamento
indutivo (ICP_OES; Optimum 3000 Duo View. Pekin-Elmer). Neste aparelho, o plasma gerado

excita a amostra, que passa a emitir um espectro caracteristico dispersado pela grade de difragao.

3.6 Quantificacdo das proteinas Calsequestrina e B-distroglicana por western blotting

Para verificar se o tratamento com diltiazem e verapamil altera proteinas reguladoras de
calcio e proteinas do CDG foi realizada a técnica de western-blotting para quantificacdo da
calsequestrina esquelética (sCSQ, 72 kDa), da calsequestrina cardiaca (cCSQ, 55kDa) e da B-DG
(43 kDa). Foram utilizados os musculos esternomastodide, tibial anterior, diafragma e coracgao de

tré€s animais de cada grupo: controle, mdx, diltiazem e verapamil.

3.6.1 Anticorpos

- Anticorpos primarios: calsequestrina esquelética (VIIID 12) e calsequestrina cardiaca (PA1-

913) - Affinity BioReagents; beta-distroglicana: NCL-b-DG - Novocastra Laboratories.
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- Anticorpos secundarios: Goat anti-mouse-IgG e Goat anti-rabbit-IgG; Peroxidase - Kirkegaard

e Perry Laboratories.

3.6.2 Preparacio de Extrato Total

ApoOs sinais de anestesia, o animal foi perfundido com PBS e os musculos STN, TA,
diafragma e coragdo foram retirados. Os musculos foram cortados em pequenos pedacos e
homogeneizados imediatamente em tampao Tris-HCI 100mM pH 7,4 contendo Triton X-100 1%,
pirofosfato de s6dio 100mM, fluoreto de sédio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de s6dio 10
mM, PMSF 2 mM e 0,Img/mL de aprotinina, a 4°C com homogeneizador do tipo Polytron PTA
20S (PT 10/35; Brinkmann Instruments) operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os
extratos foram centrifugados a 12581 RCF a 4°C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para
analise por extrato total. A determinagdo de proteina foi realizada pelo método de Bradford

(1976).

3.6.3 Analise das proteinas por western-blotting

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 5 minutos em banho seco. Em seguida, 30 pug ou 60ug de proteina
foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida (12% para B-DG e 10% para CSQ) em aparelho para
eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad). A eletrotransferéncia do gel para a membrana
de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120V (constante) em aparelho de transferéncia da
Bio-Rad. As membranas foram incubadas com solug¢do basal (Tris 10mM, contendo cloreto de

sodio 150mM, Tween-20 0,02% e 5% de leite desnatado), por 1 hora em temperatura ambiente
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para reduzir a ligacao inespecifica de proteinas. Posteriormente, foram incubadas com anticorpo
primario (1:1000) diluido em solucdo basal contendo 3% de leite desnatado em temperatura
ambiente, overnight, em agitador mecanico (ROCKER II, Boekel Scientific). No dia seguinte, as
membranas foram lavadas por 30 minutos com solugdo basal e incubadas com anticorpo
secundario (1:2500) diluido em solucdo basal contendo 3% de leite desnatado por 90 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos
com solugao basal.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solugdo de
quimioluminescéncia (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos,
seguido de exposi¢do a um filme Kodak XAR (Eastman KodaK, Rochester). As densidades das
bandas das amostras sobre o filme foram escaneadas e, posteriormente, realizada a quantificagao
da densitometria em pixels usando o programa Image J 1.37v (National Institutes of Health,

EUA).

3.7 Analise Estatistica
A andlise estatistica dos dados foi feita pela aplicagdo do test-t de Student, com

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

4.1 Determinaciao da Creatina Quinase (CK)

Os valores de CK dos animais tratados com diltiazem (p=0,033%*; teste ¢ de Student) e
verapamil (p=0,047%*; teste ¢ de Student) foram 72% e 62% menores quando comparados ao mdx
(Tabela 1). Houve também diferenca significante entre os grupos tratados com solugao fisiologica

controle e mdx.

média + dp
controle 75,55 £ 43,90
mdx 573,132 + 245,21

diltiazem  161,36° + 53,47
verapamil 216,95° + 57,00

Tabela 1: Quantificagdo de CK (U/L) em camundongos mdx de 36 dias, com injecdo i.p. de solucdo fisiologica
(controle e mdx) e de bloqueadores de canais de calcio, diltiazem e verapamil. Média * desvio padrdo (dp). Diferenca
significante (p<0,05, Teste t de student) entre os grupos controle e mdx (a), e entre os grupos mdx e tratados com
bloqueadores de canais de calcio (b).

Realizamos também a andlise de CK em camundongos controle (C57BL/10) tratados com
diltiazem e verapamil (Tabela 2), para verificar se a diminui¢do nos valores de CK, observada
nos animais tratados com bloqueadores de canais de célcio, estd diretamente relacionada com a
diminui¢do da mionecrose. Nao houve diferenga significante (p>0,05) entre os grupos tratados
controle diltiazem (p=0,23) e controle verapamil (p=0,38) quando comparados ao grupo controle,
que recebeu inje¢do intraperitoneal de solugdo fisiologica. Este resultado mostra que a
diminuicdo dos valores de CK nos mdx tratados com diltiazem e verapamil ¢ conseqiiéncia da

reducdo da mionecrose.

média + dp
controle 75,55 + 43,90
controle diltiazem 103,47 + 5,63
controle verapamil 108,83 + 139,75

Tabela 2: Quantifica¢do de CK (U/L) em camundongos controle de 36 dias, com injecdo i.p. de solug@o fisiologica
(controle) e de bloqueadores de canais de calcio, controle diltiazem e controle verapamil. Média + desvio padrio
(dp). Nao houve diferenca significante (p>0,05; Teste t de Student) entre os grupos.
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4.2 Indice de Degeneracio e Regeneracio
4.2.1 Analise qualitativa

Os musculos STN, TA e diafragma dos grupos controle, mdx, diltiazem e verapamil
apresentaram fibras musculares com diferentes caracteristicas histologicas. Foram observadas
fibras em processo de degeneragdo, fibras com nucleo periférico, fibras em diferentes estagios de
regeneragdo ¢ fibras completamente regeneradas (Figura 5).

As fibras com alteracdo de permeabilidade ou em degeneracao foram evidenciadas pela
presenga de azul de Evans no seu interior (Figura 5A). As fibras com nucleo periférico
apresentaram formato poligonal em justaposicdo com outras fibras de mesma caracteristica
(Figura 5B). Fibras regeneradas foram caracterizadas pelo nucleo centralizado, cromatina
condensada, citoplasma eosinofilo e diametro préximo ao de uma fibra muscular esquelética com
nucleo periférico (Figura 5B).

As fibras musculares em regeneragdo foram classificadas em dois estagios, de acordo com
as suas caracteristicas morfologicas e a celularidade local. Fibras no estagio inicial de
regeneragdo foram caracterizadas por pequenos miodcitos fortemente basofilos com nucleo
central, entremeado por infiltrado inflamatorio exuberante, em areas de grande celularidade
(Areas de Inflamagio/Regeneragdo) (Figura 5C e D). Fibras no estigio mais avangado de
regeneragdo foram caracterizadas por citoplasma levemente basoéfilo, nlcleo central, maior
propor¢ao de citoplasma em relacdo ao volume nuclear e diminui¢do aparente do infiltrado

inflamatério, em areas de menor celularidade (Areas de Regenerago) (Figura 5E e F).
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Figura 5: Seccdes transversais de musculos diafragma (A), tibial anterior (B) e esternomastoide (C-F) de
camundongos mdx tratados com diltiazem (A) e verapamil (B-F). Em A, fibras com altera¢do na permeabilidade do
sarcolema, positivas ao AE (setas) em microscopia de fluorescéncia (200X). Em B, fibras musculares com ntcleo
periférico de formato poligonal e fibras musculares regeneradas com contorno arredondado e nucleo centralizado
(seta). Em C, area de inflamagdo e regeneragdo, mostrada em detalhes em D, com exuberante infiltrado inflamatdrio
e fibras musculares em estagio inicial de regeneragdo (setas). Em E, area de regeneragdo, mostrada em detalhes em
F, com fibras no estagio mais avangado de regeneragao (setas). Coloragdo HE (B-F).
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Os musculos cardiacos dos animais tratados com diltiazem e verapamil nao apresentaram

marcacao positiva ao AE (Figura 6B).

W

AL X
Figura 6: Seccdes transversais do musculo cardiaco de camundongos mdx tratados com diltiazem (A) e verapamil
(B). Em A, fibras musculares cardiacas e areas de fibrose (setas), colorag@o de tricrdomico de Masson. Em B, fibras

cardiacas sem alterag@o na permeabilidade do sarcolema, negativas ao AE, e um vaso sanguineo marcado com AE
em microscopia de fluorescéncia (200X).

4.2.2 Analise Quantitativa

Para analise quantitativa dos musculos esqueléticos foram utilizados os seguintes dados:
numero total de fibras musculares, porcentagem de fibras positivas ao AE, porcentagem de fibras
com nucleo periférico (%NP), porcentagem de fibras com nucleo central (%NC), porcentagem da
area de inflamagao e regeneracdo (% Infl/Reg) e porcentagem da area de regeneracao (% Reg).

Os resultados sdo observados nas Tabelas 1 e 2. Os musculos diafragma tratados com
diltiazem apresentaram aumento na porcentagem de fibras com NP (86,72 + 3,94, média *+ desvio
padrdo; p=0,01*) e diminui¢do de fibras com NC (12,19 + 3,34; p=0,01*) e marcadas com AE
(1,09 £ 0,67; p=0,04*) quando comparados ao grupo mdx (NP = 71,98 + 9,29; NC =20,87 + 5,80;
e AE = 7,14 = 5,59). O musculo diafragma do grupo verapamil ndo apresentou diferenca

significante (p>0,05) quanto ao niimero de fibras com NC, NP e AE quando comparados ao mdx.
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Os musculos STN e TA, dos grupos diltiazem e verapamil, também ndo apresentaram diferenca

significante nestes itens quando comparados ao grupo mdx (Tabela 1).

%NP %NC %AE Total

mdx 48,26 + 11,22 50,73 + 11,85 1,01 £2,45 828,80 + 270,50
STN diltiazem 53,81 + 9,69 43,14 +10,42 3,05 + 3,67 806,25 + 149,32
verapamil 43,58 + 6,51 54,39 + 7,68 2,03+2,33 822,60 £ 161,92
mdx 51,80+ 10,17 46,43 + 10,07 1,73+2,88 1235,10 + 389,13
TA diltiazem 57,40 + 8,37 40,99 + 8,78 1,61 +£2,97 1390,97 + 327,79
verapamil 53,80 + 8,53 45,41 + 8,46 0,79 £0,82 1405,15 + 308,94

mdx 71,98 + 9,29 20,87 +5,80 7,14 £ 5,59 6000 + 0,00

Diafragma  diltiazem 86,72* + 3,94 12,19* £ 3,34 1,09 + 0,67 6000 + 0,00

verapamil 79,90 + 10,69 17,61 £ 10,70 2,49 +1,48 6000 + 0,00

Tabela 1: Média + desvio padrdo das porcentagens de fibras com nucleo central (%NC), nucleo periférico (%NP) e
fibras marcadas pelo azul de Evans (%AE), e do numero total de fibras dos musculos distroficos esternomastoideo

(STN), tibial anterior (TA) e diafragma dos grupos mdx, diltiazem e verapamil; (x) diferenga significante (p<0,05,

Teste t de student ) entre os grupos mdx e diltiazem.

Os musculos TA tratados com diltiazem apresentaram aumento na porcentagem da area

de inflamacao/regeneracao (4,48 = 3,17; p=0,030*) e uma diminuicdo na area de regeneragao

(0,06 £ 0,13; p=0,040%*), quando comparados ao mesmo musculo do grupo mdx (Infl/Reg = 1,18

+ 1,17 e Reg = 0,54 + 0,59). Os musculos TA tratados com verapamil, assim como os musculos

STN e diafragma tratados com diltiazem, ndo apresentaram diferenga entre as areas quando

comparados ao mdx (Tabela 2).



% Infl/Reg % Reg
mdx 3,26 + 3,86 0,75 £ 1,11
STN diltiazem 3,19+1,55 1,18 £ 1,42
verapamil 4,60 +3,13 1,71 £1,91
mdx 1,67 £0,95 0,43 +£0,57
TA diltiazem 4,48 £ 3,71 0,06* £ 0,13
verapamil 1,87 + 1,61 0,72+1,14
mdx 11,77 £ 4,45 2,39 +2,34
Diafragma diltiazem 6,06 +7,11 0,73+0,83
verapamil 13,55 £ 12,21 1,39 +2,43
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Tabela 2: Médias + desvios padrdes das porcentagens da area de infiltrado inflamatorio/regeneragio (% Infl/Reg) e
area de regeneragdo (% Reg) dos musculos distroficos esternomastoideo (STN), tibial anterior (TA) e diafragma dos

grupos mdx, diltiazem e verapamil; () Diferenca significante (p<0,05, Teste t de student) entre os grupos mdx e
diltiazem.

No musculo cardiaco foi quantificada a area de fibrose (Figura 6A). Nesta analise os
grupos tratados com bloqueadores de canais de calcio ndo foram estatisticamente diferentes

quando comparado ao grupo mdx (Tabela 3).

Coracao % de Fibrose
mdx 0,37 £0,42
diltiazem 0,20 £ 0,16
verapamil 0,23 +0,18

Tabela 3: Médias = desvios padrdes das porcentagens da area de fibrose dos musculos cardiacos distroficos dos
grupos mdx, diltiazem e verapamil; Nao houve diferenca significante (p>0,05; Teste t de student) entre os grupos
mdx e diltiazem (p=0,19), e mdx e verapamil (p=0,27).

4.3 Determinacao de calcio total nos muasculos
Para observar a acdo do diltiazem e do verapamil na quantidade de célcio total das fibras
musculares realizamos a dosagem deste ion e os resultados sdo observados na Figura 7. Houve

aumento significante (p<0,05) de célcio total no grupo mdx quando comparado ao controle em
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todos os musculos (STN, TA, diafragma e coracdo), confirmando os dados da literatura
(YOSHIDA et al. 2006).

Um aumento da concentra¢dao de calcio total foi observado nos musculos STN e TA do
grupo diltiazem e no musculo TA tratado com verapamil, quando comparados ao grupo mdx.

O coragao apresentou diminui¢do de célcio total nos grupos diltiazem e verapamil, quando
comparados ao mdx. Nao houve diferenca significante nos musculos diafragma do grupo

diltiazem e verapamil e do STN do grupo verapamil, quando comparados ao grupo mdx.

1200,00
B W controle
0O mdx
1000,00 - -
@ diltiazem
L % B verapamil
g 800,00 ~
3
Q-’ 600,00 -
0
S
8
_8 400,00 -
o m m i !
0,00 -
STN Diafragma Coracgao

Figura 7: Média da quantificacdo de ions célcio total nos musculos esternomastdide (STN), tibial anterior (TA),
diafragma e coragdo em animais dos grupos controle (C57BL/10ScCr), mdx (C57BL/10-mdx), mdx tratado com
diltiazem e mdx tratado com verapamil. Média + desvio padrdo (dp). Diferenca significante (p<0,05, Teste t de
student) entre os grupos controle e mdx (A), entre mdx e diltiazem (B) e entre mdx ¢ verapamil (C).

4.4 Quantificacao de Calsequestrina
Para verificar se o tratamento com bloqueadores de canais de célcio altera os niveis da
calsequestrina (esquelética e cardiaca) realizamos a técnica de western-blotting para estas

proteinas. Os resultados estdo apresentados na Figura 8.
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No musculo TA houve um aumento de 20% da sCSQ no grupo diltiazem e de 24% no
grupo verapamil (Figura 8B). Nos musculos STN (Figura 8A) e diafragma (Figura 8C) do grupo
verapamil houve um aumento de 36 e 53%, respectivamente, em relagdo ao mdx. No coragdo nao

houve diferenca entre os grupos controle, mdx, diltiazem e verapamil (Figura 8D).
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Figura 8: Analise por western-blotting da concentragdo de calsequestrina nos musculos esternomastoide (A), tibial
anterior (B), diafragma (C) e coracdo (D) dos grupos controle, mdx, diltiazem e verapamil. Diferenca significante

(p<0,05; Teste ¢ de student) entre os grupos mdx e diltiazem (b) e mdx e verapamil (c).

4.5 Quantificaciao de pB-Distroglicana
Para verificar se o tratamento com bloqueadores de canais de calcio altera os niveis da [3-
distroglicana realizamos a técnica de western-blotting para esta proteina. Os resultados estdo

apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Analise por western-blotting da concentragdo de B-distroglicana nos musculos esternomastoéide (A), tibial
anterior (B), diafragma (C) e coragdo (D) dos grupos controle, mdx, diltiazem e verapamil. Diferenga significante
(p<0,05, Teste t de student) entre os grupos controle e mdx (a), mdx e diltiazem (b) e mdx e verapamil (c).

Todos os musculos distréficos estudados (STN, TA, diafragma e coracao) apresentaram
diminui¢do de 42 a 85% (p<0,05) de B-distroglicana, quando comparados ao controle. Houve
aumento de 472 e 430% desta proteina nos musculos STN e de 149 e 244% nos musculos TA
tratados com diltiazem e verapamil. O musculo cardiaco também apresentou aumento de 24%

quando tratado com verapamil (Figura 9).
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5. DISCUSSAO

5.1 Niveis Plasmaticos de Creatina Quinase

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 reacdo sdo a creatina,
que pode ser reaproveitada pela c€lula, e a adenosina trifosfato (ATP), que se encontra disponivel
para reagdes dependentes de energia na célula. O cérebro, os musculos liso, cardiaco e
esquelético sdo as principais fontes teciduais de CK.

Os valores de CK no soro se¢ alteram em varias condigdes clinicas associadas a lesdo
muscular aguda ou ao esforco muscular intenso. Os niveis de CK encontram-se altos apos a
realizacdo de atividade fisica, de cirurgias e crises convulsivas, bem como em individuos
portadores de doengas neuromusculares, como miosite e distrofia muscular (KATIRJIL, 2001).

Embora seja um dos parametros mais indicados para o diagndstico de lesdes musculares,
o nivel sérico da CK pode apresentar consideravel variacdo individual. Assim, os valores de CK
devem servir apenas como uma analise complementar para o diagndstico ¢ acompanhamento da
evolugdo das doengas neuromusculares.

Na DMD, a concentragdo de CK esta 50 a 100 vezes acima dos limites superiores dos
valores de referéncia (ENGEL et al., 1994). Em camundongos mdx, os niveis de CK também se
mostram elevados durante toda a vida do animal (BULFIELD et al., 1984; YOSHIDA et al.,
2006).

No presente trabalho, os animais dos grupos tratados com diltiazem e verapamil
apresentaram diminui¢do nos valores de CK quando comparados ao mdx, sugerindo uma
diminui¢do da degenera¢do muscular nesses grupos. Este dado é coerente com os resultados
histologicos do musculo diafragma, em que o tratamento com diltiazem diminuiu as fibras

positivas ao AE e aumentou o niimero de fibras com nucleo periférico (fibras que ndo sofreram
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degeneracdo), quando comparados ao grupo mdx. Entretanto, os musculos STN e TA do grupo
diltiazem, assim como os musculos STN, TA e diafragma do grupo verapamil foram iguais ao
grupo mdx na porcentagem de fibras positivas ao AE e de NC. Isto sugere que possam existir
diferencas na agdo da droga dependendo do musculo analisado e da intensidade com que este
musculo ¢ afetado pela falta de distrofina.

Concluimos que a quantificacdo de CK ndo acompanha as alteragdes histologicas de cada
musculo, pois os valores obtidos da CK sao valores séricos totais, ou seja, expressam a necrose

de todos os musculos esqueléticos.

5.2 Analise da Mionecrose e Determinacio de Calcio Total

Os bloqueadores de canais de célcio sao utilizados no tratamento da hipertensao arterial e
doencgas cardiovasculares desde meados da década de 1970. Tém acdo nos canais de calcio
voltagem-dependentes tipo-L, nos canais leak operados por estoque e inibem o aumento de calcio
intracelular (JANIS et al., 1987; HOPF et al., 1996).

Estudos anteriores sugeriram que esses farmacos reduziram a taxa de transporte de Ca”"
para o sarcoplasma, contribuindo para a regula¢io da [Ca®']; em musculo esquelético de animais
distréficos por deficiéncia em sarcoglicanos (JOHNSON; BHATTACHARYA, 1993; IWATA et
al., 2005) e em reticulo sarcoplasmatico de musculos esqueléticos de animais normais (WANG et
al., 1984; PAYDAR et al., 2005).

A quantificacdo de ions calcio livres no sarcoplasma pode ser realizada utilizando-se o
marcador Fura-2 (TURNER et al., 1988), o FFP-18 (especifico para a regido sub-sarcolemal; Han
et al., 2006), ou ainda o aequorin (célcio estocado na mitocondria; VANDEBROUCK et al.,

20006). Estas técnicas permitiriam a analise mais precisa dos niveis do calcio e poderiam ajudar a
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elucidar os mecanismos de acdo dos bloqueadores de canais de célcio estudados no presente
projeto.

No presente trabalho, realizamos a dosagem total deste ion em cada musculo, através de
espectrometria de plasma, tal como descrito em trabalho anterior (YOSHIDA et al., 2006). A
concentracio de Ca®’ total nos masculos do grupo mdx estd aumentada quando comparada ao
controle (GLESBY et al., 1988; REEVE et al., 1997; YOSHIDA et al., 2006) e de pacientes com
DMD (BERTORINI et al., 1982; JACKSON et al., 1985), quando comparados a musculos
normais. O aumento da concentracdo de calcio total de musculos mdx esta associado ao periodo
de necrose e retorna aos valores normais durante a fase de regeneracdo (REEVE et al., 1997).

No musculo diafragma do grupo diltiazem houve diminui¢do da concentra¢dao de calcio
total, embora nao-significante, quando comparado ao grupo mdx. Enquanto, nos musculos STN e
TA do grupo diltiazem e verapamil houve um aumento na concentragdo deste ion. Essa resposta
diferenciada nos muisculos deve estar relacionada a outras a¢des do diltiazem e verapamil, como a
inibi¢do de canais de Ca®" tipo leak (HOPF et al., 1996) ¢ a regula¢io do estoque de calcio em
compartimentos celulares (DEHPOUR et al., 1998).

O coragao apresentou diminui¢do de calcio total nos grupos diltiazem e verapamil, quando
comparado ao mdx, sugerindo a acdo do verapamil e do diltiazem nos canais de célcio tipo-L. No
coracdo, estes canais sdo ativados cerca de 10 a 100 vezes mais rapido do que nos musculos
esqueléticos (ROSENBERG et al., 1986), o que pode justificar a diminui¢do significante de
calcio total somente neste musculo. A diminuicdo de calcio total também sugere que a
concentragdo dos farmacos utilizada foi suficiente para bloquear os canais de calcio. A andlise
histologica e de AE no coragdo mostrou que este musculo nao sofre degeneragdo aos 36 dias de

vida pés-natal. Estudos mostram que o musculo cardiaco de animais mdx de 2-3 meses de idade
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ndo apresenta grande area de fibrose (WEHLING-HENRICKS et al., 2005; BOSTICK et al.,

2008).

Observamos que nesta idade (36 dias), o musculo diafragma mdx passa por um pico de
degeneracdo, com aumento significante da porcentagem de fibras marcadas com AE comparada
aos musculos STN e TA (p<0,05). Isto pode justificar a agdo protetora dos bloqueadores de
canais de calcio somente na degeneragdo deste musculo. De fato, diferengas na evolucdo e
intensidade das lesdes musculares sdo observadas de acordo com as fungdes do musculo
estudado, por exemplo, envolvidos com movimento (TA, diafragma), postura (STN), musculos

extra-oculares (MARQUES et al., 2007b) e laringeos (MARQUES et al., 2007a).

5.3 Quantificacdo da Calsequestrina

Nos camundongos mdyx, além da elevada [Ca*'];, a capacidade de tamponamento deste fon
pelo reticulo sarcoplasmatico também ¢ prejudicada (CULLIGAN et al., 2002). Com o aumento
dos niveis de Ca®" livre no sarcoplasma e o ndo tamponamento pelo reticulo, ocorre maior
ativagio de enzimas proteoliticas dependente de Ca’" (ALDERTON; STEINHARDT, 2000a,
2000b; CULLIGAN; OHLENDIECK, 2002). Estudos recentes sugerem que, em parte, isso ¢é
causado por uma redugio de sarcalumenina, a menor proteina ligada ao Ca*" (DOWLING et al.,
2004) e pela alteragdo na oligomerizacao da calsequestrina (DOWLING et al., 2003).

A calsequestrina ¢ a principal proteina de estocagem de Ca’" no RS de musculos
esqueléticos. Acredita-se que a calsequestrina esteja localizada no limem do RS e ndo contém
segmentos que atravessam a membrana. H4 duas formas de calsequestrina: a esquelética e a

cardiaca. A forma esquelética é expressa nas fibras esqueléticas de contracdo rapida e de
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contragdo lenta e ¢ ausente no coragao (ARAI et al., 1992; BIRALD et al.,1992; DAMIANI;
MARGRETH, 1994). A forma cardiaca ¢ expressa somente nos musculos cardiacos e nos
musculos esqueléticos de contracao lenta (25% do total de calsequestrina) e ndo ¢ observada em
fibras de contracdo rapida. Varios estudos indicam que a calsequestrina esta envolvida no
processo de liberagao de célcio.

Nossos resultados verificaram que ndo ha diferenca na concentracdo de calsequestrina
esquelética (sCSQ) entre os musculos normais ¢ mdx. Estes dados estdo de acordo com os
estudos de Culligan e colaboradores (2002), que observaram redug@o nas proteinas semelhantes a
calsequestrina CLP-150, CLP-170 ¢ CLP-220 em mdx, mas ndo encontraram diferenga entre a
calsequestrina de musculos normais e mdx. A redu¢do dessas proteinas pode prejudicar o
processo de seqiiestro de calcio pelo RS.

Encontramos aumento da sCSQ nos musculos STN, TA e diafragma de animais tratados
com verapamil ¢ no musculo TA de animais tratados com diltiazem. Sugerimos que os
bloqueadores de canais de Ca®" podem, indiretamente, atuar no tamponamento do calcio no
reticulo sarcoplasmatico, pelo seguinte mecanismo: o bloqueio dos canais de célcio do tipo-L
leva a ndo-ativagdo de receptores rianodina (ISLAM et al., 2002; ROSSI; DIRKSEN, 2006),
impedindo a saida do Ca®" do reticulo sarcoplasmatico para o sarcoplasma. Além de inibir o
aumento da [Ca®"]; pelo bloqueio de canais de calcio tipo-L e leak, o diltiazem e o verapamil
provocam um aumento na quantidade de Ca®" armazenada dentro do RS. Esse aumento na
concentracio de Ca*" pode levar ao aumento da quantidade de CSQ para tamponar o interior do
RS. Além disso, diltiazem e verapamil parecem afetar a atividade da SERCA e os niveis de Ca*"
transportado para o RS de musculos esqueléticos e cardiacos (WANG et al.,1984).

Observamos também resultados diferenciados, de acordo com o musculo estudado,

possivelmente dependendo do mecanismo de ag¢do do farmaco e o estdgio de degeneracdo-



36

regeneragao que se encontra cada musculo. Estudos anteriores mostraram que os diferentes
musculos distroficos apresentam variagdo quanto a intensidade e periodo do pico de degeneragao

(PASTORET; SEBILLE, 1995; MARQUES et al., 2008).

5.4 Quantificacdo de B-distroglicana

A distroglicana ¢ uma proteina de membrana que liga a matriz extracelular a proteinas do
citoesqueleto associado a distrofina. Acredita-se que essa proteina é essencial para a integridade e
sobrevivéncia da fibra muscular durante os ciclos de contragdo e relaxamento. A distroglicana,
apods sua transcricdo, ¢ quebrada em duas subunidades: a e B-distroglicana (B-DG). A B-DG ¢
uma proteina trans-sarcolemal e interage intracelularmente com a distrofina € com proteinas
sinalizadoras, como Grb2 (COHN, 2005; BARRESI; CAMPBELL, 2006).

A concentragdo da B-DG apresentou-se diminuida no musculo STN, TA, diafragma e
coragdo dos animais mdx, a mudangas na expressdao das proteinas do CDG ¢é conseqiiéncia da
auséncia da distrofina no musculo distréfico (DOWLING et al., 2003; PERTILLE et al.,
submetido).

Os musculos STN, TA e coracdo tratados com bloqueadores de canal de calcio
apresentaram aumento na concentracdo de B-DG. O verapamil e o diltiazem dependendo da
concentragdo podem exercer outras acdes no sarcolema, além da sua atividade de bloqueio de
canais de calcio (WANG et al., 1984). Isso pode explicar a agdo dos bloqueadores na elevagao na
concentragdo de B-DG nos musculos tratados.

Os musculos extra-oculares do mdx, que possuem prote¢do natural a mionecrose,
apresentam uma concentragdo de B-DG igual ou aumentada em relagdo ao animal controle
(DOWLING et al., 2003; PERTILLE et al., submetido). Uma das vias de regulacdo da entrada de

calcio para o sarcoplasma depende da associagdo entre canais SAC e a-sintrofina, um
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componente do CDG que pode ancorar estes canais ao complexo distrofina (VANDEBROUCK
et al. 2007). Na auséncia da distrofina, a f-DG pode interagir com a utrofina, a-sintrofina ou
outras proteinas subsarcolemais envolvidas na sinalizacdo pelo calcio, conferindo um melhor
tamponamento da concentragdo de calcio intracelular e conseqiiente protecdo a mionecrose
(VANDEBROUCK et al. 2007, PERTILLE et al., submetido).

Entretanto, o aumento da B-DG pode ndo estar relacionada a prote¢do a mionecrose nos
musculos distroficos, como no caso dos extra-oculares, pois os musculos STN e TA ndo
apresentaram melhora nos pardmetros morfologicos, embora os niveis de CK estarem

diminuidos.
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6. CONCLUSAQO

Em conclusao, verificamos que os bloqueadores de canais de calcio diltiazem e verapamil
diminuem a mionecrose no modelo experimental de distrofia muscular, provavelmente por
atuarem nos canais de calcio tipo-L e do tipo leak, diminuindo a concentracdo de calcio
intracelular.

Os resultados mostram que o diltiazem e o verapamil apresentam efeitos secundarios ao
alterar proteinas do reticulo sarcoplasmatico (calsequestrina) e¢ do complexo distrofina-
glicoproteinas (p-distroglicana). A utilizacdo destas drogas contribui para o melhor entendimento

dos mecanismos envolvidos nas distrofinopatias.
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Abstract

The lack of dystrophin in dystrophin-deficient fibers of mdx mice and in Duchenne muscular
dystrophy causes sarcolemmal breakdown and increased calcium influx followed by muscle
degeneration. We examined whether the calcium channel blockers diltiazem and verapamil may
protect dystrophic muscles from degeneration. Mdx mice (n=32; 18 days old) received daily
intraperitoneal injections of diltiazem (n=16; 72 mg/kg body weight) or verapamil (n=16; 25
mg/kg body weight) for 18 days, followed by removal of the sternomastoid, diaphragm, tibialis
anterior and cardiac muscles. Control mdx mice (n=16) were injected with saline. Both drugs
significantly decreased blood creatine kinase. Total calcium content measured by plasma
emission spectrometry was 173-475% higher in mdx muscles than in control C57Bl/10 muscles.
Verapamil and diltiazem reduced total calcium content only in diaphragm and cardiac muscle.
Histological analysis showed that diltiazem significantly attenuated muscle degeneration only in
diaphragm muscle. Immunoblots showed a significant increase of calsequestrin and B-
dystroglycan levels in some diltiazem- and verapamil-treated muscles. Diltiazem was more
effective than verapamil in protecting mdx mice against muscle degeneration, especially in the
more affected muscles. These results indicate that calcium channel blockers protect against
muscle degeneration in the absence of dystrophin and suggest that these drugs might be useful

therapeutic alternatives in the treatment of Duchenne muscular dystrophy.

Key words: Beta-dystroglycan, calcium, calsequestrin, diltiazem, Evans blue dye, mdx, muscle

degeneration, verapamil.
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Introduction

In mdx mice and in Duchenne muscular dystrophy (DMD), defects associated with
muscular dystrophy generally include a lack of the protein dystrophin.'” In addition, other
components of the dystrophin-glycoprotein complex (DGC) are also dramatically reduced or
absent in the sarcolemma of dystrophic fibers compared to normal muscles.” The DGC is a multi-
subunit complex that spans the sarcolemma, forming a link between the extracellular matrix and

the actin cytoskeleton.* Disruption of the DGC affects membrane integrity.

The lack of dystrophin, or of a normal DGC, is associated with changes in membrane
stability and increased levels of calcium in the muscle fiber causing myonecrosis.™® While cell
and gene therapies to replace the defective dystrophin gene are under development,’ the
identification of pharmacological therapies that can slow down the process of muscle

. . . -11
degeneration is of great importance.®

Several studies have reported a chronic increase in cytosolic Ca>" concentration beneath
the sarcolemma or within other cell compartments of skeletal muscle fibers or in cultured
myotubes from DMD patients and mdx mice.'>"> The mechanisms responsible for the increase of
calcium in dystrophic fibers are still not completely understood, but store-operated and stretch-
activated calcium channels seem to be primarily involved.'® Components of the DGC may be
implicated in the stabilization of these channels so that, in the absence of dystrophin, alterations
in these channels seem to occur.'”'® In addition, in mdx mice abnormal calcium handling by
calcium-buffering proteins has been suggested to play a major role in the secondary steps leading
to muscle fiber necrosis.'”*” Calcium channel blockers such as verapamil and diltiazem are
widely used for the treatment of hypertension due to their ability to control the influx of calcium

21,22

into cardiac cells. Diltiazem and verapamil act through L-type voltage-dependent calcium
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channels® and the potential usefulness of these drugs for the treatment of muscular dystrophy has

224 and humans.” In DMD, diltiazem has shown no

been investigated in dystrophic hamsters
beneficial effect, but technical difficulties inherent to clinical trials such as the small number of

subjects, the reduced number and size of biopsy specimens and differences in the individual

courses of muscle degeneration have been reported.”

Iwata et al. (2005) have previously reported the effects of verapamil and diltiazem on
creatine kinase (CK) levels in mdx mice. The present study adds information regarding the effects
of verapamil and diltiazem on the extent of muscle fiber damage in dystrophin-deficient fibers of
mdx mice. We studied axial (sternomastoid and diaphragm), limb (tibialis anterior, TA) and
cardiac muscles and observed that diltiazem was more effective than verapamil in protecting
against muscle degeneration, especially in the more affected muscles. Furthermore, we were also
interested to see whether changes in calcium levels would affect signaling mechanisms related to
calcium-buffering proteins and the expression of DGC components that are involved in muscle
fiber protection. We therefore examined the effects of calcium blockers on the levels of

calsequestrin and B-dystroglycan.

Material and Methods
Animals

Male and female mdx mice obtained from a breeding colony maintained by our
institutional animal care facility were used in all experiments. The mice were housed according to
institutional guidelines and had access to food and water ad [libitum. Pregnant females were
separated and monitored daily. The date of birth was designated as postnatal day 0. Diltiazem and

verapamil treatment was initiated on postnatal day 18 before the onset of the muscle
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degeneration-regeneration cycles.”””® The animals were weaned at 21 days of age. The animal
experiments described here were done in accordance with the guidelines of the Brazilian College
for Animal Experimentation (COBEA; process #1124-1) and the guidelines set forth by our

Institution.

Drug administration

Mdx mice (n=32; 18 days old) received daily intraperitoneal injections of diltiazem (n=16;
72 mg/kg body weight) or verapamil (n=16; 25 mg/kg body weight)** for 18 days. Each animal
was weighed daily so that the drug dose could be accurately adjusted. Control mdx mice (n=16)

were injected with saline.

Analysis of creatine kinase

For biochemical evaluation of muscle fiber degeneration, control C57Bl/10 mice (n=3)
and diltiazem- (n=5), verapamil- (n=5) and saline-treated (n=5) mdx mice were anesthetized with
a mixture of ketamine hydrochloride (130 mg/kg, Francotar, Virbac) and xylazine hydrochloride
(6.8 mg/kg, 2% Virbaxil, Virbac), and blood samples (0.8 ml) were collected by cardiac
puncture. After incubation at room temperature for 1-2 h to allow for clotting, the samples were
microcentrifuged at 3000 rpm for 10 min, and the supernatant (plasma) was removed and used
for analysis. The CK assay was performed using a commercially available kit (CK Cinético
Crystal, Bioclin) and a Thermo Electron Corporation Genesys 20 spectrophotometer. Values are

reported as international units.
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Measurement of total calcium in muscle

Muscles (sternomastoid, TA, diaphragm and cardiac) were excised under deep anesthesia
with a mixture of ketamine hydrochloride (130 mg/kg, Francotar, Virbac) and xylazine
hydrochloride (6.8 mg/kg, 2% Virbaxil, Virbac). The muscles were weighed and digested with
0.2 ml ultrapure HNO;3 at 100°C. The samples were diluted to a final volume of 10 ml with
ultrapure water. Calcium content was determined by inductively coupled plasma-optical emission

spectrometry (ICP-OES; Optimum 3000 Duo View, Perkin-Elmer).

Evans blue dye analysis

For morphological visualization and quantification of muscle fiber damage, drug-treated
(n=10) and saline-treated (n=5) mdx mice were injected with Evans blue dye (EBD; Sigma), a
marker of sarcolemmal damage.”” The animals received an intraperitoneal injection of 1% EBD
in PBS (0.15 M NaCl, 10 mM phosphate buffer, pH 7.4) at a dose of 100 ul per 10 g body
weight. The mice were visually examined for dye uptake. Discoloration of all animals was
observed within 1-2 h after intraperitoneal injection of EBD, and successful injection of the dye
was indicated by a blue color of the ears and paws.

Twelve hours later, the mice were anesthetized with a mixture of ketamine hydrochloride
(130 mg/kg, Francotar, Virbac) and xylazine hydrochloride (6.8 mg/kg, 2% Virbaxil, Virbac),
and the sternomastoid, TA and diaphragm muscles were dissected out, snap frozen in isopentane,
cooled in liquid nitrogen and stored at -70°C. These muscles were chosen because they represent
axial (sternomastoid), respiratory (diaphragms) and appendicular (TA) muscles that are
differently affected in DMD, with respiratory muscles being more severely impaired than limb

. 30
and axial muscles.
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Cryostat cross-sections (7 um thick) were incubated in ice-cold acetone at -20°C for 10
min, washed 3 times for 10 min in PBS, and mounted in DABCO (mounting media for
fluorescence; Sigma). EBD emits a bright red color when analyzed under a fluorescence
microscope. The number of EBD-positive muscle fibers was determined in all sections with a
hand counter and the fibers were photographed under a Nikon fluorescence microscope
connected to a Hamamatsu video camera. The number of EBD-positive muscle fibers is

expressed as the percentage of the total number of muscle fibers counted in each section.

Histopathological analysis

Cryostat cross-sections of the diaphragm, sternomastoid and TA muscles were stained
with hematoxylin-eosin. Slides were examined under a Nikon Eclipse E 400 microscope
connected to a personal computer and a video camera (Nikon Express Series). Non-overlapping
images of the entire muscle cross-section were taken and tiled together using the ImagePro-
Express® software (Media Cybernetics). The total area of each cross-section, the number of
central nucleated fibers and the number of fibers with peripheral nuclei were counted with a hand
counter and are expressed as the percentage of the total number of fibers counted in each cross-

section.

western blot analysis
The calcium-binding protein, calsequestrin, and the DGC-associated protein, B-
dystroglycan, were quantified by western blotting in control C57B1/10 mice (n=6) and in

diltiazem- (n=6), verapamil- (n=6) and saline-treated (n=6) mdx mice.
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Muscles were lysed in assay lysis buffer containing freshly added protease and
phosphatase inhibitors (1% Triton, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 pg/ml
aprotinin, 1 mM PMSF, and 0.25 mM Na3;VO,). The samples were centrifuged for 20 min at
11,000 rpm and the soluble fraction was resuspended in 50 pl Laemmli (1970) loading buffer
(2% SDS, 20% glycerol, 0.04 mg/ml bromophenol blue, 0.12 M Tris-HCI, pH 6.8, and 0.28 M -
mercaptoethanol) before separation on 8%-15% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were
transferred from the gels to a nitrocellulose membrane using a submersion electrotransfer
apparatus (Bio-Rad Laboratories). Membranes were blocked for 2 h at room temperature with 5%
skim milk/Tris-HCI buffer saline-Tween buffer (TBST; 10 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl,
and 0.05% Tween 20). The membranes were incubated with the primary antibodies overnight at
4°C, washed in TBST, incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibodies for 2 h at
room temperature, and developed using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
kit (Pierce Biotechnology).

The following primary antibodies were used for western blotting: 1) B-dystroglycan
(monoclonal NCL-b-DG, Novocastra), 2) calsequestrin (monoclonal VIIID12, Affinity
BioReagents). Anti-mouse IgG-FITC (Sigma) was used as the corresponding secondary antibody
for immunofluorescence. The corresponding secondary antibody used for western blotting was
peroxidase-labeled affinity-purified mouse IgG antibody (H+L) (KPL).

Statistical analysis

Data are expressed as means = SEM or SD and were analyzed by the Student #-test.
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Results

No significant differences in weight gain were observed between calcium channel
blocker-treated and non-treated (saline injected) mdx mice during the study period. The mean
body weight was 15.5 £ 1.8 g for diltiazem-treated mdx mice, 15.6 = 2.5 g for verapamil-treated
mice and 16.4 = 1.8 g for saline-treated mice (p>0.05; Student #-test). These results show that
calcium channel blocker treatment did not interfere with the growth rate of young mdx mice.

CK levels were significantly higher in mdx mice than in control C57B1/10 mice (Table 1).
Both drugs significantly decreased CK levels in mdx mice when compared to saline-injected
muscles, with diltiazem apparently being more effective than verapamil (72% vs. 62%) (Table 1).

The total amount of calcium in each muscle studied was significantly higher in mdx mice
compared to control (Fig. 1). Diltiazem significantly decreased total calcium content in heart
muscle (p=0.04) and in the diaphragm muscle, although in the latter the decrease was not
statistically significant (p=0.06). Verapamil decreased total calcium content only in heart muscle
(Fig. 1). Diltiazem and verapamil caused an increase of total calcium content in TA muscle.

The histological appearance of muscles from calcium channel blocker- and saline-treated
mdx mice is shown in Fig. 2. Inflammatory cells, myoblasts and myotubes predominated in the
inflammation/regeneration area (Fig. 2C, D). Myotubes and myofibers were mainly seen in the
regeneration area (Fig. 2E, F). Completely regenerated muscle fibers were characterized by
central nucleation and an apparent normal diameter (Fig. 2B). In addition, round or roughly
polygonal muscle fibers, whose nuclei presented a random peripheral location directly below the
sarcolemma, were observed (Fig. 2B).

EBD-positive fibers were seen in groups or isolated (Fig. 2A). In saline-treated mdx mice,
the largest number of EBD-positive fibers was observed in the diaphragm muscle compared to

sternomastoid and TA muscles (Table 2). Diltiazem caused a significant decrease in EBD
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staining and increased the percentage of fibers with peripheral nuclei only in the diaphragm
muscle (Table 2). Verapamil decreased the percentage of EBD-positive fibers in the diaphragm,
but this difference was not statistically significant.

Immunoblotting revealed that B-dystroglycan was significantly reduced in mdx mice in all
muscles studied (Fig. 3). Diltiazem and verapamil increased the levels of B-dystroglycan in
sternomastoid and TA muscles, whereas no changes were observed in the diaphragm muscle (Fig.
3). Calsequestrin levels were unchanged in mdx mice compared to controls (Fig. 4). Verapamil
resulted in a significant increase of calsequestrin in all muscles studied (sternomastoid,
diaphragm and TA), whereas a similar effect of diltiazem was only observed in TA muscle (Fig.

4).

Discussion

Membrane-mediated excessive influx of calcium is a fundamental pathogenic event
associated with muscle degeneration in patients with DMD and in animal models of DMD such
as the mdx mouse.”” In view of their potential calcium channel-blocking properties, we
investigated the efficacy of diltiazem and verapamil in reducing muscle degeneration in mdx
mice.

Several studies have investigated the use of diltiazem for the treatment of DMD.
Although these studies indicated some positive effects of diltiazem, there were no statistically

25,26,31

significant data supporting its treatment efficacy. In a hamster model of dystrophy,

diltiazem was found to be effective in protecting against muscle degeneration.”**

In the present
study, we observed that diltiazem and verapamil significantly decreased serum CK levels in mdx

mice. In dystrophic fibers, the increased influx of calcium that leads to muscle degeneration

seems to occur mainly through mechanosensitive voltage-independent calcium channels.'” The
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present results suggest that L-type Ca’" channels may also contribute to dystrophic muscle
degeneration. Histopathological analysis revealed that a decrease in sarcolemma permeability,
demonstrated by EBD-positive fibers, only occurred in the diaphragm muscle of diltiazem-treated
mdx mice. At the age studied, the diaphragm was the most affected muscle compared to TA,
sternomastoid and cardiac muscles, showing the largest number of EBD-positive fibers. This
result supports the fact that elevated [Ca*']; is a key factor responsible for muscle dysgenesis and
that calcium channel blocker therapy would be most effective once myonecrosis is under way,
protecting the main affected muscles such as the diaphragm, followed by the cardiac muscle.
Total calcium content in each muscle studied was significantly elevated in mdx mice
compared to control C57Bl/10 mice. In mdx mice or DMD patients, the sarcolemma is

233,34 »
323334 1) addition, basal

mechanically weakened, a fact apparently favoring the influx of calcium.
activities of Ca**-selective leak channels have been reported to be significantly elevated in
dystrophin-deficient myotubes or dystrophic skeletal muscle fibers,” and this may explain the
increased calcium concentration in mdx fibers seen in the present study. The plasma emission
spectrometry technique used here seems to be a valuable tool for the evaluation of overall
changes in calcium as a result of drug therapy or other experimental conditions,* and the results
may be best compared to those obtained for DMD patients, in whom muscle biopsies are taken
for the determination of muscle calcium content.”>® In DMD, muscle Ca®>" was not found to be
affected by diltiazem.” In the present study, the two drugs were able to decrease total calcium
content only in cardiac muscle, probably because of a cardiovascular targeted effect of these

2122 1 the diaphragm, there was a trend toward a reduction in total calcium but this was

drugs.
not statistically significant. In the sternomastoid and TA muscles, both drugs led to a significant

increase in total calcium content but we do not know the reason for this different effect. One

explanation might be differences in extracellular calcium concentration since we only studied
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total calcium content. Other actions of diltiazem and verapamil on skeletal muscles per se, such
as the inhibition of calcium leak channels®’ or the ability to regulate calcium storage inside the
various cellular compartments,”® may also explain this result. The increased total calcium
observed in sternomastoid and TA muscles was not correlated with increased degeneration of
these muscles, suggesting that these muscles were able to handle the increases in
intracellular/extracellular calcium.

Verapamil increased the levels of the sarcoplasmic reticulum calcium-binding protein
calsequestrin in the diaphragm, sternomastoid and TA muscles. A similar effect of diltiazem was
only observed in TA muscle. Calsequestrin has been suggested to be a luminal Ca®" sensor,
responding to small changes in luminal Ca** concentration.”” Diltiazem and verapamil seem to
affect the rates of Ca”" transport in both cardiac and skeletal sarcoplasmic reticulum and the
activity of sarcoplasmic reticulum Ca*"-ATPase.” These blockers also inhibit voltage-
independent calcium leak channels, which are activated upon calcium depletion in the
sarcoplasmic reticulum, similar to the store-operated channel.*’ Thus, the changes in
calsequestrin levels observed in the present investigation might have been secondary to the action
of these drugs on calcium influx and calcium concentration in the sarcoplasmic reticulum. The
fact that calsequestrin was unchanged in mdx mice also suggests that the alterations in calcium
that occur in mdx fibers may be related to other sarcoplasmic reticulum calcium-binding proteins
such as SERCAI, regucalcin and ryanodine receptor.”” Thus, it would be interesting to see
whether diltiazem and verapamil affect these proteins in mdx fibers.

The central trans-sarcolemmal linker of the DGC, B-dystroglycan,”** was significantly
reduced in mdx muscle, a finding that agrees with the fact that the lack of dystrophin leads to
changes in the expression of all proteins of the DGC.** A striking finding was that verapamil

and diltiazem led to a marked increase of B-dystroglycan in all muscles, except in the diaphragm
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(verapamil and diltiazem) and cardiac muscle (diltiazem), thus demonstrating that drugs
therapeutically used to decrease [Ca*']; are associated with the upregulation of B-dystroglycan, at
least in some muscles. Other drugs such as agrin® and glucocorticoids*’ have been shown to
affect the levels of DGC molecules. L-arginine significantly increased utrophin levels in
dystrophic mdx muscle and B-dystroglycan was relocalized with utrophin to the membrane, with
consequent improvement in muscle morphology and decreased serum CK levels in mdx mice.*®
Whether the increased level of B-dystroglycan observed here is associated with increased levels
of utrophin remains to be established. Depending on their concentration, verapamil and diltiazem
have been shown to exert membrane actions other than their calcium channel-blocking activity.*
This fact may explain the effect of these drugs on B-dystroglycan and, possibly, on other
components of the DGC. Furthermore, differences in the lipid composition of the sarcolemma
between skeletal and cardiac muscles may explain the different effects among muscles.
Nevertheless, the increased B-dystroglycan levels were not correlated with dystrophic muscle

. . 454
protection, as is the case of the extraocular muscles, 549

since no morphological improvement
was observed for the sternomastoid, TA or cardiac muscle despite significantly decreased CK
levels.

In conclusion, our results show that verapamil and diltiazem, drugs used to decrease
intracellular calcium levels, improve the dystrophic phenotype of mdx mice as demonstrated by
decreased serum CK levels and reduced muscle degeneration of the main affected muscle, the
diaphragm. Diltiazem appears to be more effective in protecting muscle degeneration. These
results suggest that L-type Ca®" channels are involved in the genesis of dystrophic muscle

degeneration and might be a target for the treatment of the main affected muscles. The present

data also suggest that the different effects of calcium channel blockers involving their membrane
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interactions with the sarcoplasmic reticulum and sarcolemma may contribute to the improvement

of the dystrophic phenotype.
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Table 1

Effect of diltiazem and verapamil on blood creatine kinase levels in mdx mice.

Creatine kinase (U/L)

C57Bl/10 75.55 + 43.90

Mdx 573.13* + 245.21
Diltiazem 161.36" + 53.47
Verapamil 216.95° £ 57.00

69

Values are expressed as mean £ SD (n=5 mice/group). C57Bl/10: control mice for mdx. Mdx:

saline-treated mdx mice. Diltiazem and verapamil: drug-treated mdx mice. “Significantly different

from C57BI/10 (P < 0.05, Student t—test).bSigniﬁcantly different from mdx and treated mice (P <

0.05, Student #-test).

Table 2

Effect of diltiazem and verapamil on the percentage of muscle fibers with peripheral cell nuclei

(PN), centrally located nuclei (CN) and fibers stained with Evans blue dye (EBD).

%PN %CN %EBD

madx 48.26 +11.22 50.73 + 11.85 1.01 £2.45

STN diltiazem 53.81 +9.69 43.14+10.42 3.05 + 3.67
verapamil 43.58 + 6.51 54.39 + 7.68 2.03+2.33

mdx 51.80 +10.17 46.43 +10.07 1.73+2.88

TA diltiazem 57.40 + 8.37 40.99 +8.78 1.61+2.97
verapamil 53.80 + 8.53 45.41 + 8.46 0.79 £0.82

mdx 71.98 +£9.29 20.87 +5.80 714 +559

Diaphragm  diltiazem 86.72* + 3.94 12.19* £ 3.34 1.09* £ 0.67
verapamil  79.90 + 10.69 17.61 £10.70 2.49+1.48

Values are expressed as the percentage (mean £ SD; n=5 mice/group) of the total number of

fibers in sternomastoid (STN), tibialis anterior (TA) and diaphragm muscles. Mdx: mice injected

with saline instead of diltiazem or verapamil. “Significantly different from mdx and diltiazem-

treated mice (P < 0.05, Student #-test).
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Figure legends

Figure 1

Effect of diltiazem and verapamil on total calcium content in the sternomastoid (STN), tibialis
anterior (TA), diaphragm and heart muscles of control, mdx, diltiazem-treated and verapamil-
treated mice. “Significantly different from C57Bl/10 and mdx mice (P < 0.05, Student t-test).
BSignificantly different from mdx and diltiazem-treated mice (P < 0.05, Student r-test).

Significantly different from mdx and verapamil-treated mice (P < 0.05, Student #-test).

Figure 2

Histological appearance of the diaphragm (A), tibialis anterior (B) and sternomastoid (C-F)
muscles of diltiazem- (A) and verapamil-treated mdx mice (B-F). In A, observe the Evans blue
dye-positive myofibers (arrows) indicating sarcolemmal leakage (200x). In B, central nucleated
fibers (arrow) and fibers with peripheral cell nuclei. In C, a representative
inflammation/regeneration area is indicated by the dashed outline. D, Detail of the
inflammation/regeneration area showing inflammatory cells and myotubes (arrows). E,
Regeneration area indicated by the dashed line. F, Detail of the regeneration area showing
myotubes and myofibers (arrows) with a small diameter and poor inflammatory cell infiltration.
Myotubes-myofibers are seen as plump basophilic cells with at least one centrally located

nucleus.

Figure 3
western blot analysis of B-dystroglycan in crude extracts of sternomastoid (A), tibialis anterior
(B), diaphragm (C) and heart (D) muscles from C57BI1/10, mdx, diltiazem-treated and verapamil-

treated mdx mice. Western blots and graphic representations are shown. *Significantly different
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from control and mdx mice (P < 0.05, Student ¢-test). bSigniﬁcantly different from mdx and
diltiazem-treated mice (P < 0.05, Student -test). “Significantly different from mdx and verapamil-

treated mice (P < 0.05, Student #-test).

Figure 4

Western blot analysis of calsequestrin in crude extracts of sternomastoid (A), tibialis anterior (B)
and diaphragm (C) muscles from C57Bl/10, mdx, diltiazem-treated and verapamil-treated mdx
mice. Western blots and graphic representations are shown. °Significantly different from mdx and
diltiazem-treated mice (P < 0.05, Student #-test).

“Significantly different from mdx and verapamil-treated mice (P < 0.05, Student #-test).
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