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RESUMO

Na Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) e no seu modelo experimental, o
camundongo mdx, a auséncia ou disfun¢do da proteina distrofina leva a degeneracgéo
muscular. Terapias farmacologicas que produzam menos efeitos adversos que os
glicocorticoides — atualmente utilizados no tratamento da DMD - vém sendo testadas
para promover melhor qualidade de vida aos pacientes. Estudos iniciais em
camundongos mdx revelaram que o tratamento com gentamicina (GT), um antibiodtico
aminoglicosideo, resultou na recuperacdo da sintese de distrofina. Esse fato, porém ndo
foi confirmado por outros estudos em camundongos mdx e em pacientes portadores de
DMD. Assim, a utilizagdo da GT como indutor da expressdo da distrofina permanece
uma questdo a ser examinada. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
do tratamento com GT no musculo soleo de camundongos mdx e, para isso,
camundongos mdx de 15 dias e 3 meses de idade foram tratados durante 15 dias através
de inje¢do subcutinea de GT (34mg/Kg/dia). Inicialmente examinamos seu efeito na
reexpressdo da proteina distrofina e em seguida, os aspectos histopatoldgicos do
musculo sdleo. Nossos resultados demonstraram que nao houve recuperagdo da
expressdo da proteina distrofina nos musculos de camundongos tratados com GT, nem
mesmo quando os ciclos de degeneracdo e regeneracdo foram induzidos através de 3
injecdes com xilocaina. Além disto, os resultados mostraram que a regeneragéo
muscular foi intensificada nos musculos dos camundongos mdx tratados com GT, uma
vez que os mesmos apresentaram maior quantidade de fibras com nucleo central e
densidade de fibras regeneradas, sugerindo contribuicdo da droga no processo de

regeneragdo muscular.
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ABSTRACT

In Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) and in the mdx mice model of
DMD, the lack of dystrophin leads to muscle degeneration. Drug therapies that produce
fewer adverse effects than glucocorticoids, currently used to treat DMD, are being tested
to promote better quality of life for patients. Some studies in mdx mice revealed that the
treatment with gentamicin, an aminoglycoside antibiotic, resulted in increase of almost
20% of dystrophin levels. However, dystrophin expression has not been observed in other
studies with mdx mice and DMD patients as well. Therefore, whether dystrophin, in fact,
is restored by gentamicin remains an open question. This study aimed to evaluate the
effects of treatment with gentamicin in the soleus muscle of mdx mice and, therefore, we
used C57BL/10 and mdx with 15 days and 3 months old mice. We first verified its effects
on dystrophin expression, and then in the histopathological aspects of the soleus muscle.
Our results showed no recovery of dystrophin expression in muscles of treated mice of
any age. The histopatological aspects shows higher amount of fibers with central nuclei,

suggesting contribution of gentamicin in the process of muscle regeneration.



1. INTRODUCAO

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD; OMIM 310200) ¢ uma doencga recessiva
ligada ao cromossomo X e causada pela mutagdo no gene que codifica a proteina
distrofina, uma proteina estrutural com peso molecular de 427kDa, localizada
principalmente na face citoplasmatica do sarcolema (Engel et al., 1994). A distrofina
promove importante ligacdo entre o citoesqueleto intracelular e a matriz extracelular,
via complexo distrofina-glicoproteinas (Campbell and Kahl, 1989; Ervasti et al, 1990).

As primeiras observacdes da DMD foram feitas em 1861 por Dr. Duchenne de
Boulogne, na Franca, e descrita como uma condicdo de paralisia muscular pseudo-
hipertrofica (Engel et al., 1988). A doenca afeta cerca de 1 a cada 3.500 recém-nascidos
do sexo masculino e aproximadamente 30% dos casos origina-se de mutagdo
espontanea, sendo que o restante é herdado do gendtipo materno. A freqiiéncia de
mutagdo, delecdes ou duplicacdes ¢ elevada devido ao tamanho e complexidade do gene
(Tinsley et al., 1997; Barton-Davis et al., 1999), o que resulta na leitura errada e/ou
parada prematura da transcri¢do génica e codificagdo anormal da proteina, tornando-a
instavel e facilmente degradada por proteases enddgenas (Seixas et al, 1997).

Clinicamente, a DMD manifesta-se entre dois e cinco anos de idade, quando se
observa atraso no desenvolvimento motor, dificuldade em correr ou subir e descer
degraus e quedas frequentes. A fraqueza muscular € progressiva e evidente nos
membros inferiores e na musculatura proximal, resultando na perda da deambulacdo
aproximadamente aos doze anos de idade, comumente com cifoescoliose. A utilizagdo
de drteses e de ventilacdo mecanica melhoram a qualidade de vida do paciente, porém, o
obito ¢ inevitavel e frequentemente ocorre devido a faléncia respiratoria e cardiaca por

volta da segunda ou terceira década de vida. (Engel et al, 1994; Petrof, 1998;



Bogdanovich et al., 2004). Além do comprometimento muscular, cerca de 30% dos
pacientes com DMD apresentam comprometimento do sistema nervoso central com
grau variavel. (Anderson et al., 2002).

Em pacientes com DMD, o aspecto histopatolégico do musculo € praticamente
normal antes do inicio dos sintomas clinicos. Logo apds, alteragdes sdo evidentes,
confirmando a auséncia da proteina distrofina, presen¢a de fibras musculares necrdticas
ou em degeneracdo e altos niveis de CK (Collin e Morgan, 2003). Células inflamatorias
sdo observadas no musculo distrofico e as fibras musculares sdo gradualmente
substituidas por tecido conjuntivo e adiposo, evidenciados clinicamente pela pseudo-
hipertrofia dos membros, o que pode ser observado a partir de um a cinco anos de idade
(Engel et al., 1994; Blake et al., 2002; Biggar, 2006). O gene da distrofina estende-se
ao longo de 2.4 megabases do cromossomo x e contém 79 exons que codificam um
mRNA de 14kb. Sua traducdo gera uma proteina de 3.685 aminoacidos, com um peso
molecular de 427kDa — distrofina — que localiza-se abaixo do sarcolema das fibras
musculares. O estudo genético da DMD indica mutacdes na sequéncia de nucleotideos
no locus p21.2 do cromossomo X (Pichavant et al., 2011).

A molécula da distrofina apresenta 4 regides principais: o dominio N-terminal
interage com os filamentos de actina. O dominio central também se liga aos filamentos
de actina e também a nNOS (oxido nitrico sintase neuronal). Essa enzima estd
relacionada a varias fungles fisioldgicas do musculo, como sua contragdo e
regeneracdo. O dominio central também possui 4 regides (em dobradi¢a) que promovem
flexibilidade. A terceira regido ¢ o dominio rico em cisteina, que interage com a [3-
distroglicana sarcolemal, que por sua vez interage com a a-distroglicana da
transmembrana. A regido C terminal ¢ associada com as o, e y-sintrofinas. Como as

distroglicanas e sintrofinas também estdo ligadas a outras proteinas, a distrofina, assim,



interage com muitas proteinas em um complexo chamado complexo distrofina-
glicoproteinas (CDG). Este complexo € expresso em grande quantidade no sarcolema do
musculo esquelético, atravessando-o e estabelecendo a conexdo do citoesqueleto
intracelular com a matriz extracelular da fibra muscular (Brown et al., 1997; Petrof,
2002; Pichavant et al., 2011).

Sugere-se que o CDG confira estabilidade ao sarcolema durante a contragio e
relaxamento da fibra muscular (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992; Engel et al.,
1994), além de servir como sinalizador de processos intracelulares que levam a
mecanismos de defesa, regulagdo de processos vitais ou a morte da fibra muscular
(Gailly, 2002; Marques, 2004; Rando, 2001). Mutagdes nos genes que codificam os
componentes do complexo levam a perda da sua expressdo e/ou fungdo no musculo.
Devido a auséncia da distrofina, a conexdo fica prejudicada e acaba por promover uma
desorganizacdo dos componentes do CDG, juntamente a uma instabilidade do
sarcolema durante os ciclos de contragdo/relaxamento, tendo como consequéncia lesdo
do sarcolema e degeneragéo da fibra muscular (Gumerson e Michele, 2011; Grounds et
al., 2005). Entretanto o exato mecanismo através do qual os defeitos do CDG causam

degeneracdo muscular permanece desconhecido.
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Figural: Organizagio molecular do complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema,
incluindo os componentes integrais do complexo (distrofina, complexo distroglicano, complexo
sarcoglicano, a-distrobrevina e sintrofinas), a ligacdo com a matriz extracelular (laminina), parte
da ligagdo intracelular (F-actina) e moléculas de sinalizag@o ligadas ao complexo (sintase de
oxido nitrico neuronal — nNOS e calmodulina — CaM). Figura elaborada pelos alunos do
Laboratorio de Biologia Estrutural do Sistema Neuromuscular, Instituto de Biologia —
UNICAMP.

1.2 Camundongos mdx

Ao final da década de 80, periodo em que o estudo da DMD estava restrito as analises
de bidpsias ou ao cultivo de células, surgiu uma linhagem de camundongos mutantes
originados da linhagem C57BL/10 ScSn, denominada C57BL/10 mdx (x chromossome-
linked muscular dystrophy). Através desta linhagem, possibilitou-se a observagdo
experimental controlada de degeneracdo muscular (Bulfield et al., 1984).

Sendo assim, o camundongo mdx tornou-se o modelo animal favorito para estudos da
DMD (Hoffman et al., 1987; Anderson et al., 1988; Collins e Morgan, 2003), pois
estudos genéticos mostram que nesses camundongos o gene afetado é homologo ao dos
pacientes com DMD (Lefaucher et al., 1995), apresentando também auséncia da
distrofina.

Apesar de o gene afetado ser homologo ao do humano, o camundongo mdx possui
fendtipo mais brando, com alteracdes morfologicas moderadas e fungdo mecanica menos
comprometida. Isto faz com que a sobrevida dos camundongos mdx nao seja diferente dos
camundongos C57BL/10 (Collins e Morgan, 2003). Diferentemente da miopatia humana,
os musculos do mdx regeneram sucessivamente apds um periodo de necrose (Torres e
Duchen, 1987).

Embora apresente certas limitagdes, o camundongo mdx ¢ o modelo mais utilizado
para o estudo da DMD devido a sua larga disponibilidade e baixo custo de producdo e
manuten¢do quando comparado a outros modelos mamiferos, como cies e gatos (Tanabe

et al., 1986; Hamer et al., 2002; Sasaoka et al., 2003).



1.3 Degeneracio e Regeneragdo Muscular no Camundongo mdx

A auséncia da distrofina, juntamente com a desorganizacdo do CDG ¢ o evento inicial
que provoca degeneragdo muscular, pois favorece a fragilidade do sarcolema. A partir
disso, observa-se um aumento das micro-rupturas transitérias da membrana plasmatica
(Petrof et al., 1993), que sdo comuns em células sob estresse mecdnico e podem ser
observadas pela perda do conteudo intracelular da fibra muscular distrofica para o meio
extracelular (McNeil & Steinhardt, 1997; Amthor et al., 2004).

A diferenga entre o desenvolvimento da doenga em humanos e em camundongos mdx
¢ que nos camundongos, as fibras t€ém a capacidade de se regenerar sucessivamente apds
a degeneracdo sem que ocorra a manifestacdo de sinais clinicos que evidenciem o
comprometimento muscular (Cullen e Jaros, 1988).

Os primeiros sinais de degeneracdo e regeneracdo das fibras dos musculos do
camundongo mdx iniciam-se por volta dos 20 dias de vida pdés-natal. Acredita-se que o
inicio repentino da mionecrose nessa idade seja devido ao aumento da atividade
muscular, o que aumentaria a susceptibilidade das fibras musculares a lesdo (Tanabe et al,
1986; Cullen e Jarros, 1988; Disatnik et al, 1998). O apice da intensidade da mionecrose
ocorre aos trés meses de idade e, com cerca de 120 dias, praticamente todas as fibras do
musculo encontram-se regeneradas (Tanabe et al., 1986; Disatnik et al, 1998; Chargé, and
Rudnicki, 2004). Até os nove meses de idade observa-se uma heterogeneidade no
diametro das fibras musculares, bem como um aumento significante do nimero de fibras
com nucleo central (Briguet et al., 2004).

Os musculos do camundongo mdx apresentam sinais histopatoldgicos semelhantes aos
musculos esqueléticos de portadores da DMD por volta dos dois anos de idade, com

predominancia da degeneragdo muscular (Lefaucheur et al., 1995). Analises detalhadas



da histopatologia do musculo do mdx tém mostrado que apesar de alguns musculos serem
poupados, como os laringeos e extraoculares (Porter et al., 2006, Marques et al., 2007),
outros sdo afetados, como os musculos do membro posterior e severamente afetados no
camundongo idoso — como o diafragma (Muller et al., 2001). Dentre os musculos do
membro posterior, o sdleo ¢ o que apresenta o pico de necrose mais precoce, com 7,5%

de fibras degeneradas na terceira semana de vida.

1.4 Gentamicina

Atualmente, o tratamento para DMD ¢é realizado principalmente com
glicocorticoides, como deflazacorte e predinisona. Os glicocorticoides pertencem a uma
classe de hormonios esterdides utilizados como imunosupressores e anti-inflamatdrios.
No musculo esquelético, retardam a perda de for¢a e aumentam a massa muscular,
prolongando a deambulac¢do e manutengéo da fungdo pulmonar (Engel et al., 1994; Kapsa
et al., 2003; Manzue et al., 2008; Escolar et al., 2011). Porém, o uso prolongado produz
efeitos colaterais como ganho de peso, atrofia muscular, alteracdo da densidade da matriz
Ossea e fraturas, alteracdes no comportamento, deficiéncia adrenal e Sindrome de
Cushing (Manzue et al.,, 2008; DeBossccher, 2010). Terapias farmacoldgicas que
produzam menos efeitos adversos vém sendo testadas para promover melhor qualidade de
vida aos pacientes com DMD.

Cerca de 2/3 dos pacientes com DMD possui delecdes ou duplicagdes no gene da
distrofina, o qual produz uma proteina truncada. Para estes pacientes, a reposicdo da
proteina defeituosa parece ser a unica solu¢do. Em contrapartida, cerca de 15% dos
pacientes possuem uma mutagdo pontual ou rearranjo no DNA que altera um codon por

um aminoacido em um stop codon. Para esses individuos, terapias com antibidticos



aminoglicosideos parecem ser benéficas (Hoffman and Dressman, 2001; Wagner et al.,
2001; Malik et al., 2010).

A gentamicina (GT) ¢ um antibiotico aminoglicosideo descoberto em 1963,
considerado um importante antibacteriano. Estudos genéticos e bioquimicos
demonstraram que esses antibidticos se ligam ao sitio de decodificacio do RNA
ribossdémico, provocando uma mudanga estrutural que permite o emparelhamento cddon-
anticddon durante a tradugéo da proteina (Malik et al., 2010). Ocorre, entdo, a inser¢do de
um aminoacido no local do stop cddon, tendo como resultado, a continuacgdo da tradugio
pelo mesmo. As injecdes da droga promovem um fornecimento sistémico do agente
terapéutico, tendo seu pico 20 minutos apos a injecdo e decaindo cerca de 24 horas apds.
Esse pico da GT no sangue logo apds a inje¢do permitiria quantidades significativas de
erro de tradugdo e, assim, a possibilidade de suprimir um codon de parada prematura
(Lund et al., 1997; Barton-Davis et al., 1999).

Camundongos mdx tém falha na producdo da proteina distrofina, pois seus genes
para essa proteina contém uma mutag¢ao que conduz a uma terminagdo prematura durante
a sua sintese (Lefaucher et al., 1995).

Estudos em camundongos mdx revelaram que o tratamento com GT resulta na
elevacdo de aproximadamente 10-20% da sintese de distrofina, com consequente protecao
das fibras musculares em relacdo a mionecrose (Barton-Davis et al., 1999; Kimura et al.,
2005; Delucca et al., 2008). Porém, outros estudos com a GT em camundongos mdx nio
obtiveram os mesmos resultados positivos (Dunant et al., 2003). Também em contraste
aos resultados reportados em camundongos mdx, testes clinicos com pacientes com DMD
utilizando doses baixas e subtoxicas de GT ndo resultaram em beneficios clinicos
(Serrano et al., 2001; Wagner et al., 2001). Estes estudos em conflito devem ser

cautelosamente interpretados, pois o conhecimento dos mecanismos moleculares



associados ao tratamento com GT ainda ¢ incompleto. Além disso, ha diferenca entre os
estudos no que se diz respeito aos musculos utilizados e idade dos animais.
Portanto, mais estudos sdo necessarios para o melhor entendimento dos efeitos da

GT no tratamento da DMD, tanto em camundongos mdx, quanto em humanos.

2. OBJETIVO

Avaliar os efeitos do tratamento com gentamicina no musculo sdleo de
camundongos mdx quanto a restauracdo da distrofina e sua influéncia na regeneracdo

muscular.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes para
experimentagdo de animal da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
(protocolo n° 2614-1). Foram utilizados camundongos de ambos os sexos da linhagem
mdx, com idades de 15 dias e 12 semanas, provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica (CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram mantidos no Biotério
do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia em caixas
plasticas, sob condi¢cdes ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro), com

racdo e agua ad libitum.

3.2 Grupos Experimentais
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Foram utilizados 52 camundongos de ambos os sexos, divididos nos seguintes
grupos:
Grupo C57BL/10 (n= 8): animais da linhagem C57BL/10ScCr/PasUnib. Este grupo
teve por objetivo servir de comparacido aos demais grupos.
Grupo mdx controle 15 dias (n=8): animais da linhagem mdx de 15 dias de vida, com o
objetivo de observar a regeneragdo da fibra muscular distrofica em camundongos ndo
tratados.
Grupo mdx gentamicina 15 dias (n=8): animais mdx de 15 dias de vida, submetidos ao
tratamento de 15 dias com gentamicina, conforme descrito por Barton-Davis (1999).
Grupo mdx controle 3 meses (n=8): animais da linhagem mdx de 3 meses de vida, com
o objetivo de observar a regeneragdo da fibra muscular distréfica em camundongos néo
tratados.
Grupo mdx 3 meses tratado com gentamicina (n=8): animais da linhagem mdx de 3
meses de vida, submetidos ao tratamento com gentamicina durante 15 dias.
Grupo mdx 3 meses com lesdo quimica (n=6): animais da linhagem mdx de 3 meses
de vida, submetidos a lesdo quimica com xilocaina (3 vezes) no musculo séleo para
induzir repetitivos ciclos de degeneragio e regeneracio (Luz, 2000).
Grupo mdx 3 meses lesio quimica + tratamento com gentamicina (n=6): animais da
linhagem mdx nos quais foi feita associacdo de lesdo intramuscular com xilocaina e

tratamento de 15 dias com gentamicina.

3.3 Terapia Farmacoldgica
3.3.1 Tratamento com Gentamicina
Os camundongos dos grupos mdx com idades de 15 dias e 3 meses tratados com

gentamicina receberam o antibiotico (Garamicina 40mg injetavel, Schering-Plough®)
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via inje¢do subcutanea, 34mg/Kg/dia de acordo com Barton-Davis (1999), durante 15
dias, do 15° ao 30° dia de vida pos-natal e da 12" a 14" semana de vida pds-natal,

respectivamente.

3.4 Induciao da Lesao

Para induzir mionecrose e consequente regeneracdo muscular, foi empregada
injecdo intramuscular de xilocaina, conforme previamante descrito (Luz et al.,2000). Os
animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma mistura de cloridrato de
cetamina (65mg/Kg) e cloridrato de xilazina (3,4mg/Kg) diluida em solug¢do salina.

Apos profunda anestesia, foi realizada incisdo na face antero-lateral da pele do
membro posterior direito para exposicdo do musculo sdleo. Posteriormente, foi feita
injecdo intramuscular de xilocaina (solug@o de cloridrato de lidocaina 0,2 ml a 2% sem
vaso constritor, Astra®) em seu terco médio. Este modelo de lesdo baseia-se no fato de
que alguns anestésicos locais, ao interagirem com a membrana da fibra muscular,
produzem na mesma pequenas lesdes focais que resultam inicialmente na entrada abrupta
de ions calcio. Com isso, ocorre hipercontracdo das fibras musculares seguida por
mionecrose e regeneragdo. Apesar da extensa lesdo das fibras, as estruturas nervosas
intramusculares, bem como o tubo endomisial sdo preservados. Cada animal recebeu 3

injecdes de xilocaina, com intervalo de 1 semana entre elas.

3.5 Procedimento cirtrgico para retirada dos misculos e preparo das amostras

Os animais com 15 dias foram sacrificados imediatamente apds o término do
tratamento, enquanto que os animais de 3 meses foram sacrificados 15 dias apos o
término do tratamento. Para isso, os animais foram anestesiados com 0,1 ml/10g de

peso da mistura 1:1 de cloridrato de cetamina (130mg/kg, Francotar, Virbac, Sao Paulo,
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Brasil) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/kg, 2% m/v, Virbaxyl, Virbac, Sao Paulo,
Brasil).

O musculo soleo foi retirado e fixado em suporte de madeira com tragacanth
gum, imerso em isopentano a -80°C por 40 segundos e imediatamente colocado em
nitrogénio liquido a -159°C. Para obtenc¢do dos cortes, o musculo foi descongelado por
aproximadamente 30 minutos até atingir a temperatura de -23°C e seccionado
transversalmente na espessura de 7 pm utilizando criostato (Microm-HS505E,
Departamento de Anatomia, IB). Além disso, alguns desses musculos foram
transferidos para tubos criogénicos em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o

processamento para a quantificagdo da distrofina pela técnica de western blot.

3.6 Analise histopatologica

A utilizacdo de parametros histopatoldgicos para o estudo das alteragdes
musculares decorrentes da distrofia, tais como a relagdo do numero de fibras musculares
com nucleo periférico e central nos fornecem dados que, em conjunto, permitem
analisar o processo de degeneracdo e regeneragdo ocorrido ao longo do tempo nos
musculos distréficos (Gaschen e Burgunder, 2001). Inicialmente, os cortes congelados
foram fixados em solu¢do Bouin por 30 minutos e, em seguida, lavados com etanol por
toda a noite. Os cortes, entdo, foram lavados em agua corrente por dez minutos € com
hematoxilina de Harris por 1 minuto e, em seguida, com eosina por 2 minutos. Apds
esta etapa, os cortes foram desidratados em séries de etandis e diafanizados em xilol
para posterior montagem em Entelan e observagdo em microscopia de luz.

Foi realizada a quantifica¢do do numero total de fibras musculares, considerando
como fibras normais aquelas identificadas pela presenca de nucleo periférico (NP); € o

numero de fibras com ntcleo central (NC — indicativo de regeneragdo muscular). A
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quantificagdo do nimero de fibras com NC e NP foi realizada utilizando-se um contador
manual, observadas com objetiva de 20X e reticulo quadrilatero de 100 pontos acoplado
ao microscopio de luz binocular. A média da quantificacdo foi expressa como

percentual do total de fibras contadas em cada secg¢éo transversa.

3.7 Marcagao imunohistoquimica da distrofina

Cortes do musculo séleo foram hidratados com TBS (0.05M) por 15 minutos e
imersos em Triton X-100 (0.3% - Sigma) por 5 minutos. Apos lavar durante 15 minutos
com TBS, os cortes foram imersos por 2 horas em solu¢do para bloquear marcagio
inespecifica (TBS 0.05M em 10% de albumina bovina - TBS/ BSA 10%) e incubados por
12 horas com anticorpo primario a 4°C, em camara umida. A seguir, os cortes foram
lavados e incubados com anticorpo secundario IgG-FITC (SIGMA) diluido em TBS/BSA
3%, durante 2 horas em temperatura ambiente. Finalmente, apos lavar por 15 minutos
com TBS (0,05M), os cortes foram montados em meio de montagem DABCO (Sigma) ¢
recobertos por laminulas. Os cortes foram divididos de forma aleatoria e imunomarcados
para distrofina, para caracteriza¢do do fenotipo distrofico. As laminas foram analisadas

em microscopio de fluorescéncia (Nikon® EFD 3) acoplado a videocdmera Hamamatsu.

3.8 Western blot
3.8.1 Preparo do extrato total

Foi realizada a técnica de western blot para quantificacio da concentracdo da
proteina distrofina no musculo séleo de camundongos C57BL/10 e mdx. O musculo séleo
dos animais de todos os grupos foram seccionados em pequenos fragmentos e

homogeneizados em tampao Tris-HCI 100 mM pH 7,4 contendo Triton X-100 1%,
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pirofosfato de s6dio 10 mM, fluoreto de s6dio 100mM, EDTA 10 mM, ortovanato de
sédio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml de aprotinina a 4°C com homogeneizador do tipo
Polytron PTA 20S (PT 10/35; Brinkmann Instruments) operado em velocidade méxima
por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 12581 g, a temperatura de 4°C por 20
minutos, sendo o sobrenadante utilizado para analise por extrato total. A determinagéo da

proteina foi realizada pelo método de Bradford (1976).

3.8.2 Analise da proteina distrofina por western blot

As amostras de extrato protéico foram tratadas com tampdo Laemmli (Tris
10mM, B-MercaptoEthanol, glicerol 10%, SDS 2% e azul de bromfenol 0,1%) e
aquecidas em banho seco por 5 minutos. Em seguida, 30 microgramas de proteina
foram aplicados em gel de 6,5% SDS-poliacrilamida em aparelho para eletroforese da
Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories). A eletrotransferéncia do gel para a
membrana de nitrocelulose (Hybond, Amersham Biosciences) realizou-se em 90
minutos a 30 V e 240 minutos a 120 V em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As
membranas foram incubadas com solugdo de TBS-T (Tris 10mM, NaCl 150mM e
Tween-20 0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 1 hora em temperatura ambiente,
para reduzir a ligacdo inespecifica de proteinas. Posteriormente, foram incubadas com
anticorpo primario (Dys, NCL-DYS1, mouse monoclonal, Novacastra ; 1:250) diluido
em 10ml de TBS-T contendo 3% de leite desnatado a 4°C, durante 12 horas em agitador
mecanico (ROCKER II, Boekel Scientific). As membranas foram lavadas 3 vezes com

solugdo basal, 10 minutos cada lavagem e incubadas com anticorpos secundarios (Anti-
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mouse IgG-FITC, SIGMA; 1: 2000 - 4000) por 90 minutos em temperatura ambiente.
As membranas, entdo, foram lavadas novamente por 30 minutos com solu¢@o basal.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solugdo
de quimioluminescéncia (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5
minutos e a captura de fluorescEncia foi realizada utilizando-se o aparelho G-Box
Chemi e o software de aquisicao de imagem GeneSnap (Syngene, Cambridgr, UK).

As membranas foram coradas em Ponceau para certificagdo de que a quantidade
de proteina era a mesma em todas as amostras.
3.9 Determinacio da creatinoquinase no plasma sanguineo

Para observar a agio do tratamento sobre a degeneragdo muscular, realizamos a
quantificagdo da CK em todos os grupos. Uma amostra de sangue dos animais foi obtida
sob anestesia de acordo com o item 3.4. Apds toracotomia e exposi¢do do coragdo, uma
seringa heparinizada foi introduzida no ventriculo esquerdo e 0,5 ml de sangue
puncionado. Em seguida, o sangue foi transferido para um tubo eppendorf de 1,5 ml,
centrifugado a 12000 rpm, na temperatura de 4°C por 15 minutos no aparelho Sigma 3-
18k (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Germany), sendo o
sobrenadante utilizado para analise. Para quantificacdo utilizou-se o kit bioquimico CK
da Bioclin. As absorbancias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se
espectrofotometro U.V Thermo Electron Corporation Spectrophotometer Genesys 20
(Thermo Electron Scientific Instruments Corp., Madison, Wisconsin, USA) com
comprimento de onda de 340 nm e cubetas de quartzo com 1 cm de caminho optico. Os

valores foram expressos em U/L.

4. Analise Funcional
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Ao inicio ¢ final do tratamento foi realizada a medida de for¢a de tracdo dos
membros toracicos dos camundongos. Os animais foram posicionados sobre o medidor
horizontal de for¢a (New Primer, Sdo Paulo, BR), de forma que as patas dianteiras

segurassem um anel metalico ligado a um transdutor de for¢a (Figura 2).

Figura 2: Balanca digital adaptada para medir a forga de tragdo do membro toracico dos camundongos.

As 5 medidas de for¢a de tracdo maxima foram registradas e posteriormente
normalizadas pela massa do animal, sendo a forca de tracdo expressa em g/g de massa

corporal (Payne et al., 2006; Taniguti et al., 2011).

4.1 Analise Estatistica

Para andlise estatistica, inicialmente utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade das amostras. Mediante a distribuicdo normal dos dados, foi
utilizado o teste ANOV A one-way seguido do pds-teste de Tukey (significancia p<0,01)
para as devidas comparagdes entre os grupos. Para analise comparativa entre 2 grupos,
foi utilizado o teste-t de student (significancia p<0,05). Os resultados foram expressos

como médiatdesvio padrao (DP).
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4. RESULTADOS

4.1 Achados clinicos e analise da massa corporal dos animais

Nao se observou diferencga na aparéncia fisica e no comportamento dos animais
na gaiola ou durante seu manuseio. Também ndo se observou diferenca significativa
entre o peso dos camundongos mdx tratados com GT quando comparado aos

camundongos mdx ndo tratados (p>0,05). Nao houve mortalidade.

massa corporal (g)
= = rJ rJ w w I
o w o w o w o

(%]

' M inicial
I H final
0 ‘ ‘

mdx15dias mdx15dias mdx3 meses mdx3 meses mdx3 meses mdx3 meses
cr GT CcT GT XL XL+GT

Grifico 1: Medida da massa corporal no primeiro (inicial) e tGltimo dia de tratamento (final). Controle
(CT), gentamicina (GT), xilocaina (XL) e xilocainatgentamicina (XL+GT). Os valores estdo expressos
em grama (g).

4.2 Forca de tracio do membro toracico
Nos camundongos mdx tratados com GT (tanto de 15 dias, quanto de 3 meses)

observou-se aumento da forca, entretanto, ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
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entre elas e aquelas observadas em camundongos dos grupos tratados com GT. A
tabela 1 mostra os valores médios e desvio padrdo para cada grupo.

Tabela 1: Medidas de forca muscular expressa em g/g.

Inicial Final
mdx 15 dias CT 1,82+0,17 2,08+0,15
mdx 15 dias GT 1,94+0,23 2,14+0,06
mdx 3 meses CT 1,23+0,03 1,23+0,04
mdx 3 meses GT 1,18+0,1 1,19+0,1
mdx 3 meses XL 1,28+0,14 1,37+0,12
mdx 3 meses XL+GT 1,38+0,05 1,44+0,08

Tabela 1: For¢a muscular avaliada no primeiro (inicial) e no ultimo dia de tratamento (final). Controle
(CT), gentamicina (GT), xilocaina (XL) e xilocaina + gentamicina( XL+ GT). Os valores estdo expressos
em grama/grama (g/g). Considerou-se como valor de significancia p<0,05 (teste t de student).

4.3 Avaliacio da expressio de distrofina
4.3.1 Imunohistoquimica

A figura 3 representa um corte transversal do musculo séleo de camundongo
C57BL10 com expressdo de distrofina no sarcolema da fibra muscular. Isto mostra que
a técnica por nos utilizada ¢ adequada para a identificacdo da distrofina. Fibras
musculares positivas a distrofina ndo foram observadas no musculo soleo dos
camundongos mdx ndo tratados (fig. 4A e 4C)

Nos camundongos mdx de 3 meses dos grupos GT e XL+GT, observou-se
pequenos grupos de fibras musculares (normalmente formados por 1-3 fibras) positivas
a distrofina. Os grupos de fibras musculares dispunham-se aleatoriamente distribuidos

ao longo da secg¢@o transversal do musculo séleo (Fig 4B e 4D).
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Figura 3: Fibras musculares marcadas com distrofina. Sec¢@o transversal de musculo sdleo de

camundongos C57BL/10. Aumento de 2000X.

Figura 4: Fibras musculares marcadas com distrofina. Em A: representativo dos camundongos mdx 3
meses sem tratamento; B: mdx 3 meses tratado com GT; C: mdx 3 meses injetados com xilocaina; D: mdx
3 meses com associacdo de xilocaina + gentamicina. As setas indicam fibras musculares positivas a

distrofina. Notar presen¢a de 1-3 fibras positivas a distrofina (B, D). Aumento de 2000X.
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4.3.2 Western-blot
Nao houve expressdo da proteina distrofina em nenhum dos grupos madx,

contrastando com a expressdo da mesma no grupo controle C57BL/10 (fig.5).

< by 15 diss OT
e b 15 diss GT
e mk3MCT
e b 3MEL
e md3MGT
£ midrIMHLAGT

&
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-
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Figura 5: Western-blot da concentragdo da distrofina no musculo séleo de camundongos
C57BL/10 (BL/10), mdx (CT), mdx gentamicina (GT), mdx xilocaina (XL) e mdx xilocaina+
gentamicina (XL + GT). Notar que as bandas de distrofina somente estdo presentes nos grupos

BL/10. XXX

4.4 Regeneraciao muscular
4.4.1 Analise qualitativa

Na analise histopatologica em camundongos mdx sem tratamento — tanto de 15
dias, quanto de 3 meses - observou-se fibras musculares em regeneragéo, caracterizadas
por nudcleo central, cromatina condensada, citoplasma eosinofilo e didmetro
aparentemente compativel com os de fibras normais (fig.6) Esses aspectos

histopatologicos nao foram diferentes em fibras musculares dos demais grupos de
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camundongos mdx, exceto pelo aparente aumento no numero de fibras com nucleo

central nos musculos dos camundongos tratados com GT.

Figura 6: Secgdes transversais do musculo séleo de camundongos mdx 15 dias CT (A), 15 dias GT (B), 3
meses CT (C), 3 meses GT (D), 3 meses XL (E) e 3 meses XL + GT (F). Areas de regeneracio
(circundadas), fibras musculares com nticleos periféricos (seta) e fibras musculares com nucleos centrais
(cabega de seta). Coloragdo HE. Bar 100um.

musculdares ao muscCuly S01Cu uc Calnunaongos max COIl 1o dlds Jdc 1dduc udidaos Colll
GT foram significativamente superiores (p<0,01) que aquelas do grupo controle de

mesma idade (Grafico 2 e Tabela 2). Portanto, nesses grupos houve maior quantidade de
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fibras musculares regeneradas. De fato, a percentagem e a densidade foram

respectivamente 21,8% e 29% superiores aquelas do grupo controle (52,85% vs.

46,39%:; e 83,16 fibras/mm? vs 64 ﬁbras/mmz).
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Grafico 2: Percentagem e densidade de fibras musculares regeneradas. Controle (CT), gentamicina (GT),
xilocaina (XL) e xilocaina e gentamicina (XL+ GT). Percentagem de fibras com nucleo central (%NC),
porcentagem de fibras com nucleo periférico (%NP) e da densidade de fibras com ntcleo central.
(*) diferenga significante quando comparado ao mdx 15 dias CT
(**) diferenca significante quando comparado ao mdx 3 meses CT
(***) diferenca significante quando comparado ao mdx 3 meses GT.

Tabela 2: Percentagem e densidade de fibras musculares regeneradas.

%NC %NP Densidade NC
(fibras/mmz)
mdx 15 dias CT 46,39+6,29 53,60+6,29 64
mdx 15 dias GT 52,85+3,43* 47,1443 ,43 83,16*
mdx 3M CT 50,01+0,59 49,98+0,54 40
mdx 3M GT 68,28+0,86** 34,29+1,97 55,66%*
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mdx 3M XL 71,76+2,46** 28,23+2,46 74,83%*

mdx 3M XL+GT 83,1441, 81%** 16,85+1,81 106%**

Tabela 2: Percentagem e densidade de fibras musculares regeneradas. Controle (CT),
gentamicina (GT), xilocaina (XL) e xilocaina e gentamicina (XL+ GT). Percentagem de
fibras com nucleo central (%NC), porcentagem de fibras com nucleo periférico (%NP) e
da densidade de fibras com nucleo central.

(*) diferenga significante quando comparado ao mdx 15 dias CT

(**) diferenca significante quando comparado ao mdx 3 meses CT

(***) diferenca significante quando comparado ao mdx 3 meses GT

Também no grupo de camundongos mdx com 3 meses GT se observou que a
percentagem e a densidade de fibras musculares com nucleo central foram
significativamente superiores (p<0,01) quando comparados ao grupo controle da mesma
idade (Grafico 2 e Tabela 2). A percentagem e a densidade de fibras com nticleo central
foram respectivamente 30,53% e 28,4% superiores aquelas do grupo controle 68,28%

vs. 50,01% e 55,66 vs. 40 fibras/mm?).

5. Niveis de creatinoquinase no plasma sanguineo
Para investigar se o tratamento com GT produziu danos as fibras musculares,
quantificou-se os niveis séricos da enzima creatina-cinase (CK), um indicador universal

de degeneragdo muscular. Os resultados estio expressos na tabela 3.

Tabela 3: Quantificacio da enzima CK expressa em U/L

Grupo médiatdp
mdx 15 dias CT 1404,95+83,82
mdx 15 dias GT* 1034+142,96

mdx 3 meses CT 1625,75+104,65
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mdx 3 meses GT 1448,25+165,61
mdx 3 meses XL 1642,75+88,73
mdx 3 meses XL+GT"® 943,25+117,76

Tabela 3: Quantificacdo de CK (U/L) em camundongos mdx. Controle
(CT), gentamicina (GT), xilocaina (XL) e xilocaina e gentamicina (
XL+ GT). Médiatdesvio padrio. Diferenca significante (p<0,05; teste t
de student) entre os grupos mdx 15 dias CT e mdx 15 dias GT (a), mdx
3 meses GT e mdx 3 meses XL+GT (b), mdx 3 meses XL e mdx 3
meses XL+GT (c).

Observou-se reducéo significativa dos niveis de CK nos camundongos tratados
com GT de ambas as idades (15 dias e 3 meses). No primeiro caso a reducdo foi de 27%
(p<0,05) em relagdo ao grupo controle (1404+83,82 vs. 1034+142,96), enquanto que
nos animais de 3 meses GT a redugdo foi de 11% (p<0,05) em relacdo aos animais ndo
tratados da mesma idade (1625+£104,65 vs. 1448+165,61).

Também se observou redugio significativa de 43% (p<0,05) no grupo mdx
XL+GT quando comparado com o grupo mdx XL o qual, como esperado, apresentou
aumento dos niveis séricos de CK quando comparado aos demais grupos (943+117,76

vs. 1642+88,73).

5. DISCUSSAO

Neste estudo o tratamento com gentamicina ndo foi suficiente para recuperar a
expressdo da proteina distrofina, nem mesmo quando a regeneragdo muscular foi
induzida através de injecdo de xilocaina. Observamos também que a gentamicina parece
favorecer a regeneragdo muscular.

Com o intuito de facilitar a leitura, os resultados serdo discutidos em duas etapas:
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1. Sobre a recuperacio da expressao de distrofina:

A idéia de se empregar a GT para a recuperacio da distrofina vem do fato de que
este antibidtico possui a propriedade de se ligar ao sitio de decodificagio do RNA
ribossémico, provocando uma mudanga estrutural que permite o emparelhamento
codon-anticodon durante a traducdo da proteina. Ocorre, entdo, a inser¢do de um
aminoacido no local do stop cdodon, tendo como resultado a continuagdo da traducdo
pelo mesmo, resultando na sintese de pelo menos parte da distrofina (Bedwell et al.,
1997; Aurino & Nigro., 2006; Finkel., 2010; Malik et al., 2010 ).

Baseado nisto e, com o intuito de induzir a recuperagdo da distrofina, Barton-
Davis et al. (1999) trataram camundongos mdx com GT e observaram aumento de 20%
na expressdo de distrofina em fibras musculares de diversos musculos, como por
exemplo, o tibial anterior e o extensor longo dos dedos. Observaram também que a
distrofina apresentava distribui¢do topografica semelhante as fibras nfo distroficas, ou
seja, ao longo do sarcolema, pressupondo protecdo contra a mionecrose.

Na primeira etapa deste trabalho nio observamos recuperacdo da distrofina em
camundongos mdx com 3 meses de idade quando tratados com gentamicina, conforme
demonstrado tanto pela técnica imunohistoquimica, quanto pela técnica bioquimica
(western-blot). Portanto, nossos achados nessa fase ndo estiveram de acordo com
aqueles de Barton-Davis et al., (1999).

Neste estudo, empregamos o mesmo tempo de tratamento e a mesma dose de GT
usadas por Barton-Davis et al. (1999), mas duas diferencas podem ser notadas entre o
nosso trabalho e aquele estudo. A primeira refere-se aos musculos examinados;
enquanto Barton-Davis estudaram os musculos tibial anterior e extensor longo dos

dedos, nosso estudo restringiu-se ao musculo sdleo. E importante ressaltar que em
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camundongos mdx, assim como em portadores de DMD, os musculos esqueléticos nao
sdo igualmente acometidos (Engel et al., 1994; Pastoret & Sebille., 1995a). Dessa
forma, musculos envolvidos na manutengdo postural, como o soleo, sdo mais
intensamente acometidos que outros ndo envolvidos nesta fungdo (Pastoret & Sebille,
1995a). Sabe-se também que a intensidade da mionecrose em um determinado musculo
varia de acordo com a idade do animal. Assim um mesmo musculo pode apresentar
ciclos de degeneracdo e regenera¢do mais intensos um momento da vida que em outros
(Pastoret & Sebille, 1995a; Marques et al., 2008). Portanto, a anéalise de um mesmo
musculo pode gerar resultados distintos entre varios estudos, dependendo da idade dos
animais estudados.

Ainda que no estudo de Barton-Davis et al. (1999) ndo exista referéncia a faixa
etaria dos animais, sabe-se que no musculo séleo de camundongos mdx com 3 meses de
idade ha acentuada diminui¢cdo na incidéncia de necrose das fibras musculares e,
consequentemente, dos ciclos de degeneracdo e regeneracdo (Carnwath & Shotton,
1987; Pastoret & Sebille, 1995b). O que também ¢é sabido ¢ que ha possibilidade de
reexpressdo da distrofina a cada ciclo (Yokota et al., 2006; Fall et al., 2006). Assim,
teoricamente, a possibilidade de reexpressdo da distrofina estaria reduzida em nosso
grupo pelo fato de a incidéncia dos ciclos estarem diminuidas devido a idade do animal.

Outra diferenca entre o nosso estudo e aquele de Barton-Davis et al. (1999) foi o
anticorpo usado para a deteccdo da distrofina; enquanto neste estudo utilizamos
anticorpo primario para deteccdo da proteina de 427kDa, Barton-Davis et al. (1999)
empregaram anticorpo com epitopo diferente, este para detectar uma isoforma da
distrofina - chamada mini-distrofina - que apresenta peso molecular mais baixo
(60kDa). Neste caso, ao realizar o western-blot aqueles autores examinaram, na

verdade, a proteina em isoforma diferente da que nds tentamos quantificar. Assim, a
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possivel explicacdo para as diferencas entre nossos achados, desta fase de nosso
trabalho, e aqueles de Barton Davis poderiam estar mais relacionadas ao fato de que
distintos musculos foram examinados bem como ao tipo de anticorpo utilizado e menos
ao tempo de tratamento e a dosagem de GT por nds empregada.

Nossos resultados ndo estdo discordantes apenas daqueles de Barton-Davis, pois
DeLucca et al; (2008) também observaram aumento na expressdo da distrofina apds
tratamento com gentamicina em musculos de camundongos mdx. Uma diferenca entre o
estudo de Barton—Davis e o de DeLucca et al., (2008) é que neste ultimo os animais
foram submetidos a exercicio. Isto € de importancia, pois sabe-se que exercicios fisicos
aumentam a incidéncia de necrose e, consequentemente nos ciclos de degeneracio e
regeneracdo nas fibras musculares distréficas (Vilquin et al., 1998; DeLucca et al.,
2003; Moens et al., 2003; Radley & Grounds, 2006; Grounds et al., 2008).
Considerando-se que a cada ciclo de degeneragdo e regeneragdo aumenta a
possibilidade do aparecimento de fibras revertentes, ou seja, que expressam distrofina
(Fall et al., 2006), no estudo de DeLucca, a possibilidade de reexpressdao da distrofina
estaria aumentada, diferentemente do grupo mdx com 3 meses do nosso estudo.

Dessa forma, com o intuito de excluir a possibilidade de que a ndo reexpressdo de
distrofina apds tratamento com GT estivesse relacionada ao fato de ndo haver grande
numero de fibras em processo de degeneracdo e regeneracdo, passamos a uma segunda
etapa do trabalho. Para tal, criamos um grupo experimental no qual o musculo séleo foi
injetado com xilocaina e tratado com GT. Inje¢des intramusculares de xilocaina tém
sido sistematicamente empregadas por gerar na fibra muscular pequenas lesdes focais,
que resultam na entrada abrupta de ions calcio e consequente mionecrose (Luz et al.,
2000). Os animais deste grupo, entdo, foram tratados com GT de forma que tivessem

simultaneamente fibras musculares com intenso processo de degeneragdo, favorecido
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por 3 injecdes de xilocaina, a fim de induzir repetitivos ciclos de degeneracdo. Assim
sendo, caso de fato tal evento favorecesse o surgimento de fibras revertentes, seria
esperado que a distrofina voltasse a ser expressa de forma significativa.

Nossos resultados novamente ndo revelaram aumento da expressdo da proteina
distrofina, embora tenhamos utilizado o protocolo de tratamento de 14 dias, enquanto
que De Lucca et al., (2008) tratou seus animais com GT por mais tempo, revelando o
mesmo aumento de 20% que Barton-Davis havia relatado e demonstrando, portanto,
menor eficacia da droga em seu grupo de animais exercitados.

E possivel que as fibras musculares regeneradas apds inducdo de mionecrose
apresentem susceptibilidade a GT diferente daquelas que passam por regeneragdo apos
necrose que ocorre no o curso natural da doenca (DelLucca et al.,) Diante disso,
passamos para a terceira etapa do trabalho, na qual camundongos mdx com 15 dias de
vida foram tratados durante 15 dias com GT, idade em que o musculo soleo apresenta
maxima atividade degenerativa (Carnwath & Shotton, 1987). Também nesse grupo de
animais o tratamento com a GT foi incapaz de recuperar a expressao da distrofina.

Portanto em nenhum dos grupos experimentais observamos recuperacdo da
distrofina, o que de certa forma nio foi surpresa, pois ha estudos tanto em camundongos
mdx, quanto em humanos nos quais a reexpressao também nao foi observada (Serrano et
al., 2001; Wagner et al., 2001; Dunant et al., 2003).

A diferenca entre nossos resultados e aqueles de outros estudos pode ser atribuida a
alguns fatores, como por exemplo, a composicdo da GT a qual se sabe que ¢ formada
por 3 isdmeros. As diferentes amostras de GT comercialmente disponiveis podem variar
na quantidade de cada isomero, o que apesar de ndo influenciar em sua acdo
antibacteriana pode afetar sua capacidade em restaurar a distrofina, uma vez que

influenciaria mais ou menos intensamente na leitura do codon de parada e,
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consequentemente, na traducdo da proteina (Howard et al., 2004; Pichavant et al.,
2011).

Outro fator poderia ser a sequéncia de nucleotideos decorrentes da mutacido génica
que leva a traducdo incorreta da proteina distrofina, pois a eficacia dos
aminoglicosideos em induzir a leitura através do cddon de parada esta associada ao tipo
e local de mutagdo no gene. Na DMD o tratamento com gentamicina ¢ muito mais
eficaz em pacientes com mutacdes TGA do que naqueles com mutacdes TAA e TAG
(Kimura et al., 2004), o que explica resultados controversos no mesmo estudo (Politano
et al.,, 2003; Malik et al., 2010). Também nos camundongos mdx existe diferenca
quanto ao local de mutagdo e quanto a sensibilidade a gentamicina. Nos camundongos
com mutacdo UAA a ag¢io da GT ¢ menos eficiente, enquanto que naqueles com
mutacdo UGA ha maior eficicia da droga (Bidou et al., 2004; Wilton, 2007). Nao
sabemos o local da mutacdo dos animais utilizados em nosso estudo, porém, devido aos
resultados, ha possibilidade de que a mutacdo seja aquela cuja sensibilidade a

gentamicina € menor.

2. Sobre a regeneracio muscular:

Um achado interessante em nosso estudo foi o aumento significativo da
percentagem de fibras musculares com nucleo central no musculo sdéleo de
camundongos mdx tratados com gentamicina (15 dias = 52,85+3,43; 3 meses =
68,28+0,86; 3 meses com lesdo + tratamento= 83,14+1,81) quando comparados aos
grupos ndo tratados de idades equivalentes (15 dias = 46,39+6,29; 3 meses =
50,01+0,59; 3 meses com lesdo = 71,76+2,46).

Apds lesdo da fibra muscular, independente da causa, ocorre rapido influxo de

calcio com ativagdo das proteases calcio-dependentes e desenvolvimento de necrose
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(Berchtold et al., 2000; Whitehead et al., 2006). A isto se segue o processo regenerativo,
ao final do qual a fibra muscular perde suas caracteristicas originais. Nas fibras
regeneradas os nucleos, que originalmente se localizavam na periferia da fibra, passam a
se localizar no centro da mesma, uma caracteristica histolégica da fibra muscular
regenerada (Pastoret & Sebille.,1995).

Em nosso estudo, o aumento da percentagem de fibras musculares com nucleo
central pode ser decorrente de 2 situagdes: primeiro devido a um processo de intensa
degeneracdo e consequente regeneracdo - em resposta a eventual mionecrose provocada
pela GT- ou segundo, devido a um estimulo a regeneracdo causado pela GT. Com a
finalidade de melhor entender qual dos processos teria levado ao aumento da quantidade
de fibras com nucleo central, realizamos 2 procedimentos.

Inicialmente avaliamos a densidade de fibras com nucleo central e observamos
que estava significantemente maior nos musculos de todos os grupos de camundongos
que foram tratados com GT. De fato, verificamos que a densidade de fibras regeneradas
era respectivamente 29%, 28,4% e 29,5% maior nos musculos dos animais tratados com
GT de 15 dias, 3 meses e 3 meses com associacdo de lesdo quando comparada aos
musculos dos animais dos grupos nio tratados.

Em seguida quantificamos o nivel plasmatico da enzima CK, o qual vem sendo
utilizado, inclusive nos experimentos com mdx, como um marcador da degeneracio
muscular; quanto maior o nivel dessa enzima, maior o dano muscular (Bulfield et al.,
1984; Engel et al, 1994; Nadarajah et al., 2011). Nossos resultados mostraram
diminui¢ao significativa nos niveis de CK dos animais dos grupos mdx tratados com GT
(15 dias = 27%; 3 meses = 11%; 3 meses com associa¢do de lesdo = 35%) quando

comparados aos dos camundongos mdx nao tratados.
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Assim, o resultado conjunto desses dois procedimentos sugere que o aumento
das fibras musculares com nucleo central deve ser consequente a um estimulo a
regeneracdo muscular gerado pela GT e ndo em decorréncia de degeneragcdo muscular.

Nossos resultados ainda estdo de acordo com aqueles relacionados a forca
muscular dos animais, pois sabe-se que trabalhos anteriores revelaram estabilizagcdo ou
aumento da for¢a muscular nos camundongos mdx tratados com GT (Barton-Davis et
al., 1999; DeLucca et al., 2008).

Recentemente foi descrito que o tratamento com streptomicina, um antibiotico
aminoglicosideo da famiia da GT, melhora os aspectos histopatologia dos musculos da
pata de camundongos mdx idosos, reduzindo fibrose e promovendo regeneracio
muscular (Jorgensen et al., 2011). Dessa forma, nossos resultados a respeito de que a
GT pode estimular a regeneragdo muscular ndo sdo inéditos.

O exato mecanismo através do qual a GT atuaria no estimulo a regeneracdo
muscular ndo € objetivo deste estudo, entretanto podemos imaginar que isto possa
ocorrer através do bloqueio dos canais de calcio, uma agdo dos antibidticos
aminoglicosideos sobre as musculaturas esquelética e cardiaca (Jorgensen et al.,
Matsumura et al., 2011). A entrada de calcio através desses canais esta aumentada nos
musculos dos animais distréficos e contribui para a ativagdo de diferentes vias
degenerativas e, consequentemente, para danos musculares e mionecrose (Robert et al.,
2001; Heydemann & McNally, 2004; Whitehead et al., 2006). Sabe-se que junto ao
aumento do influxo de calcio no musculo distrofico, ocorre elevagdo nos niveis de TNF-
a, citocina pro-inflamatdria que também contribui para a mionecrose (Whitehead et al.,
2006). E possivel que a GT, ao bloquear o influxo exacerbado de célcio, tenha regulado
os niveis de TNF-a (Grounds et al., 2008; Dutta et al., 2012) e consequentemente do

interferon-gamma (IFN-vy), citocina que também encontra-se aumentada no mdx (Collins
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& Grounds., 2001; Whitehead et al., 2006). Foi demonstrado que a diminui¢do ou
remog¢do do IFN-y estimula a ativagdo de macrofagos do tipo M2, responsaveis pelo
reparo do musculo distréfico e de extrema importancia para a regeneragdo muscular
(Villalta et al., 2011). Dessa forma, pode-se sugerir que a GT, ao bloquear os canais de
calcio, tenha influenciado nos niveis dessas citocinas, contribuindo para uma melhor
regeneragdo muscular.

Outra possibilidade para explicar o aumento da regeneracdo muscular ¢ através
da elevacdo dos niveis das metaloproteinases (MMPs) por parte da GT. Sabe-se que as
MMP-9 (gelatinase A) e MMP-2 (gelatinase B) constituem as principais
metaloproteinases envolvidas no reparo do tecido muscular (Van Gieson e Skalak,
2001; Carmeli, E. et al., 2006). A MMP-9 esta associada com a migracdo de células
inflamatoérias e possivelmente com a ativagdo de células satélite, enquanto que a MMP-
2 ¢ constitutiva do tecido muscular e esta aumentada durante o processo de regeneracéo
muscular (Kherif, et al., 1999). Setz e colaboradores (2011) demonstraram aumento dos
niveis de MMP-2 e MMP-9 no 6rgéo de Corti apds exposicido a GT. No presente estudo,
sugerimos que a melhor regeneracdo muscular dos animais dos grupos tratados com GT

também possa ter sido devido a estimulacdo das MMPs pela droga no tecido muscular.
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6. CONCLUSOES
1) A expressdo da distrofina ndo foi restaurada pelo tratamento da GT.
2) A GT atuou positivamente na regeneracdo de musculos distréficos tanto no curso

normal da doenga, quanto apos inducdo de lesdo muscular.
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