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RESUMO

Tratamentos com antioxidantes e bloqueadores de canais de cédlcio tém apresentado resultados
positivos na diminui¢do da mionecrose nas fibras musculares distréficas. O objetivo do presente projeto
foi verificar se o tratamento com o bloqueador de célcio Nifedipina (Ni) e o antioxidante Coenzima
Q10 (CoQ10), administrados isoladamente ou em associacdo antes que se iniciem os ciclos de
degeneracdo/regeneracdo muscular, pode apresentar efeito benéfico sobre as fibras musculares
distréficas de camundongos mdx, modelo experimental da distrofia muscular de Duchenne.
Camundongos mdx com 14 dias de vida pds-natal foram divididos em 4 grupos experimentais: (1)
tratados com dlcool 20% e solu¢do aquosa 1% de Tween 80; (2) tratados com a associacdo de Ni e
CoQ10; (3) tratados com Ni isoladamente; (4) e tratados com somente CoQ10. Camundongos da
linhagem C57BL/10 foram usados como controle. Os musculos tibial anterior (TA), diafragma (DIA) e
esternomastdideo (STN) foram retirados e utilizados para quantificar: (1) o nimero de fibras em
degeneracdo, regeneradas e normais; (2) o nivel de TNF-a, NF-kB e 4-HNE; (3) o contetido de célcio
total; e (4) a drea de inflamacdo muscular. Amostras de sangue foram utilizadas para determinag¢do dos
niveis creatina quinase (CK). Os animais tratados com Ni apresentaram: redugdo significativa de fibras
em degeneracdo no musculo TA, reducdo nos niveis de TNF-a em todos os musculos analisados e no
conteido de NF-xB ¢ calcio no musculo DIA. Animais mdx tratados com Coenzima Q10 mostrou
reducdo: CK, TNF-a no muasculo TA, no conteido de NF-kB nos musculos DIA e STN, na area de
inflamacdo no misculo DIA e determinacdo do calcio nos musculos DIA e STN. A associagdo dos
tratamentos demonstrou redugdo significativa na andlise de CK, no TNF-o do muisculo TA, na drea de
inflamacao, contetido do NF-«B e célcio no misculo DIA. O conjunto dos resultados sugere que a Ni e
a CoQI10 possam ser potencialmente tteis para o tratamento farmacologico da distrofinopatias.

Entretanto, estudos futuros da dosagem e do tempo de tratamento serdo necessarios para obtencio de



efeitos benéficos mais significativos sobre os misculos distréficos.

Palavras Chaves: camundongo mdyx, canais de célcio, antioxidantes, Nifedipina, Ubiquinona.



ABSTRACT

Treatment using antioxidant and calcium channel blockers have shown positive results for myonecrosis
decrease in dystrophic muscle fibers. The aim of this study is to verify if treatment with Nifedipine (N1)
calcium channel blocker and Coenzyme Q10 (CoQ10) antioxidant, administered alone or in association
before degeneration/regeneration cycles take place, may have a beneficial effect on dystrophic muscle
fibers in mdx mice, which are the experimental model for Duchenne’s dystrophy. Mdx mice at 14 days
old were divided into 4 experimental groups: (1) treated with 20% alcohol and 1% Tween 80 water
solution; (2) treated with an association of Ni and CoQ10; (3) treated with Ni alone; and (4) treated
with CoQ10 alone. C57BL/10 mice were used as a control. The tibialis anterior (TA), diaphragm (DIA)
and sternomastoid (STN) muscles were removed and used for quantification of: (1) number of
degenerated, regenerated and wild-type fibers; (2) TNF-a, NF-kB and 4-HNE levels; (3) total amount
of calcium; and (4) muscle inflammation area. Creatine kinase (CK) was analyzed from a blood
sample. The animals treated with Ni showed: a significant decrease of degenerated muscle fibers in the
TA muscle, a reduced TNF-a level in all muscles analyzed and lower levels of NF-kB and calcium in
the DIA muscle. Mdx mice treated with Coenzyme Q10 presented a decrease of the following: CK
expression, TNF-a level in the TA muscle, NF-kB level in the DIA and STN muscles, inflammation
area in the DIA muscle and calcium content in the DIA and STN muscles. The association of both
drugs showed a significant reduction of CK in the blood, TNF-a in the TA muscle, and also a reduction
of the inflammation area, the NF-xB expression and the calcium content of the DIA muscle. Overall
results suggest that Ni and CoQ10 may play a potential role as a pharmacological treatment for
dystrophynopathies. However, further studies must be carried out for both dosage and treatment period

to obtain more significant beneficial effects on dystrophic muscles.

Key-words: mdx mice, calcium channels, antioxidants, Nifedipine, Ubiquinone



1. INTRODUCAO
1.1 Apresentacio

As distrofias musculares compreendem um grupo heterogéneo de patologias geneticamente
determinadas, caracterizadas por alteracdes degenerativas progressivas das fibras musculares, cuja
principal manifestacdo € a fraqueza muscular progressiva (SCHMALBRUCH, 1984). A disfun¢do
genética mais comum encontrada em criancas € a distrofia muscular de Duchenne (DMD). A DMD ¢
uma doenga recessiva ligada ao cromossomo X (locus Xp21), que acomete uma em cada 3500 criangas

do sexo masculino, nascidas vivas (BIGGAR et al, 2002).

A doenca foi descoberta hd cerca de 150 anos e inicialmente foi descrita como paralisia
muscular pseudo-hipertréfica (ENGEL; YAMAMOTO; FISHBECK, 1994). A doenca afeta
primariamente musculos esqueléticos e cardiacos e os primeiros sinais da doenca aparecem em torno de
2 a 3 anos de idade, evoluindo com perda progressiva da musculatura, aumento do tecido conjuntivo
fibroso intersticial e substituicdo das fibras musculares por tecido adiposo (SEIXAS et al, 1997). A
maioria das criangcas perde a capacidade de deambular no inicio da segunda década de vida,
culminando com a insuficiéncia cardio-respiratdria entre 20 e 30 anos (BIGGAR et al, 2002).

A alteragdo genética ocorrida na DMD causa modificagcdo do gene responsével pela codificagao
da proteina distrofina. 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 (PETROF, 2002; SPENCER; MELLGREN, 2002). A
auséncia da distrofina e de componentes do CDG prejudica esta conexao promovendo instabilidade do
sarcolema durante os ciclos de contracdo e relaxamento. Dessa forma, ocorre influxo exacerbado de
ifons célcio, hipercontracdo miofibrilar, ativacdo de proteases enddgenas e necrose da fibra muscular

(BIGGAR et al, 2002; BOGDANOVICH et al, 2004). Paralelamente a instabilidade sarcolemal,



estudos também sugerem que o funcionamento dos canais de célcio também estaria prejudicado devido
a auséncia da distrofina contribuindo para o influxo exacerbado de célcio intracelular (STRAUB et al,

1997).

Outro fator que contribui com a patogénese da DMD é o estresse oxidativo. O actimulo
intracelular de fons célcio conduz a uma captagdo anormal deste pela mitocondria, resultando em uma
producdo elevada de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BROOKES et al, 2004). Outra
possibilidade de mecanismo de formac¢do de EROs € através da NADPH-oxidase (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato, enzima catalisadora da reducao monovalente do oxigénio usando NADPH como
doador de elétron para formar um anion superéxido), a qual se tem conhecimento que produz
rapidamente EROs durante o ciclo de relaxamento das células musculares lisas (GROTE et al, 2003).
Recentemente, constatou-se a presenca de subunidades de NADPH-oxidase no musculo estriado
esquelético junto ao sarcolema (JAVESGHANI et al, 2002). Whitehead, Yeung, Allen e colaboradores
(2006) sugeriram que este complexo enzimdtico pode ser regulado pela distrofina ou por outras
proteinas do CDG. Desta forma, sua funcdo pode estar alterada nos musculos distréficos, levando a
uma maior producdo de EROs. Marcadores de estresse oxidativo foram identificados em musculos de
pacientes distroficos e de camundongos mdx, modelo experimental da DMD (RAGUSA; CHOW;
PORTER, 1997; RODRIGUEZ; TARNOPOLSKY, 2003). Outros trabalhos também indicam o
envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da DMD. Dentre estes podemos destacar os que
enfocam que as células musculares distroficas sdo mais susceptiveis as EROs (RANDO et al., 1998;
DISATNIK et al., 1998); que os radicais livres contribuem para a perda da integridade da membrana
nas distrofias musculares (MURPHY; KEHRER, 1989); reducdo da concentragdo de antioxidantes
endégenos (glutationa e vitamina E) e alteragdes na atividade de enzimas antioxidantes nas fibras

musculares distréficas (RAGUSA; CHOW; PORTER, 1997, MURPHY; KEHRER, 1989).



Diante do exposto, levantamos a hipdtese que o tratamento em conjunto de um bloqueador de

célcio com um antioxidante pode ter um potencial efeito terapéutico sobre a DMD.



1.2 Distrofia Muscular de Duchene (DMD)

1.2.1 Diagnéstico e progressao clinica da DMD

A doenga tem uma histéria natural, que de uma maneira geral, atinge todos os acometidos de
forma muito semelhante. Para que seja acompanhada e tratada de maneira adequada, o diagndstico
precisa ser realizado com maior precisdo possivel, onde a suspeita sobre uma crianga com

desenvolvimento motor atrasado ou histérico familiar é sempre o ponto de partida (BUSHBY et al,

2010).

Na DMD, as criangas usualmente requerem atengdo especializada entre 3 a 5 anos de idade
devido as quedas frequentes e por apresentarem corrida e marcha sem equilibrio e balancante
(WALTER; LOCHMULLER, 2007). Ainda neste periodo, os pacientes distréficos apresentam o sinal
de Gowers (a crianga sé consegue levantar-se do chao utilizando as maos para se “escalar”, indicando
fraqueza proximal). Por volta dos 5 a 6 anos, os musculos triceps sural, gliteos, vasto lateral, deltoide e
infra-espinal aumentam de volume pelo depdsito de gordura e apresentam fraqueza concomitante
(ENGEL; YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994). A doenga progride severamente e a capacidade de
deambulacdo € perdida entre os 7 ¢ 12 anos de idade (WALTER; LOCHMULLER, 2007; ENGEL;:

YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994).

A morte ocorre geralmente pelo acometimento cardiaco ou respiratério aproximadamente aos
20 anos de idade. Com os avangos tecnolégicos no tratamento, contudo, alguns individuos com DMD
agora conseguem viver até o fim da segunda década de vida e as vezes um pouco além, apesar da

sobrevivéncia apds os 30 anos ser rara (D’ANGELO; GANDOSSINI, 2012).
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1.2.2 Patogénese da DMD

A anormalidade genética da DMD estd presente no braco curto do cromossomo X (locus
Xp21.1), especificamente na sequéncia de nucleotideos responsdveis pela expressdo da proteina
denominada distrofina (HOFFMAN et al, 1996). Como ¢é transmitida hereditariamente por cromossomo
X recessivo, quase todos os pacientes sdo do sexo masculino. Raramente, a doenca se manifesta em

meninas com Sindromes de Turner ou outras aberracdes estruturais do cromossomo X (ENGEL;

YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994).

A distrofina é uma proteina citoesquelética subsarcolemal, com massa molecular relativa de 427
KDa que possui 3685 aminoécidos, conectada a um complexo de glicoproteinas, o complexo
distrofina-glicoproteina (CDG). O CDG (Figura 1) é expresso em alta concentragdo no musculo
estriado esquelético (RANDO, 2001; SUNADA; CAMPBELL, 1995) e apresenta multiplas
subunidades que atravessam o sarcolema e conectam a matriz extracelular ao citoesqueleto de actina.
Fazem parte deste complexo as distroglicanas, as sintrofinas, as sarcoglicanas e as distrobevinas (para
revisdo ver RANDO, 2001; BIGGAR et al., 2002; LAPIDOS; KAKKAR; MCNALLY, 2004;

MARQUES et al, 2004).
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D A= B

Colageno

Colégeno

| | complexo Distroglicana | | complexo Distroglicana

- Complexo Sarcoglicana . Complexo Sarcoglicana

\Actlna-F \Actlna-F

Figura 1. Diagrama mostrando a relacao entre a distrofina, complexo protéico associado a distrofina, a

superficie da membrana e a matrix extracelular. A. misculo normal. B. DMD.

Admite-se que a auséncia da distrofina e de componentes do CDG promova instabilidade do
sarcolema durante os ciclos de contracdo e relaxamento e alteracdo na atividade dos canais de cdlcio
(RANDO, 2001). Dessa forma, ocorre influxo exacerbado de fons célcio, hipercontracdo miofibrilar,
ativagdo de proteases endogenas e necrose da fibra muscular (BIGGAR et al, 2002; BOGDANOVICH
et al, 2004). Inicia-se entdo um processo de regeneracdo muscular através da ativagdo de células
satélites, que sdo células indiferenciadas quiescentes nos musculos esquelético dos adultos e estdo sob a
lamina basal do midcito, que re-entram no ciclo celular da fibra quando ativadas por trauma, exercicio
ou lesdo (SABOURIN; RUDNICKI, 2000). Em seguida, ocorre a formacdo e amadurecimento dos
miotubos em fibras musculares, porém este € prejudicado ou insuficiente na DMD. Gradualmente os
musculos sdo substituidos por gordura e tecido fibroso, o que justifica a perda da funcdo observada

nesses pacientes (HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005).
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1.3 Camundongos mdx

O estudo da compreensdo dos aspectos da biologia dos musculos esqueléticos distréficos e dos
mecanismos da DMD (STRAUB et al., 1997; YOSHIDA et al., 2006) sdao em grande parte realizados
em modelos experimentais. O camundongo mdx (X chromosome-linked muscular dystrophy) € o
modelo experimental mais utilizado e foi descrito inicialmente por Bulfield e colaboradores em 1984.
Estudos genéticos demonstraram que nos camundongos mdx o gene afetado ¢ homdlogo ao dos
pacientes com DMD. Tal como os humanos com DMD, os camundongos mdx apresentam defici€éncia
na producao de distrofina nas suas fibras musculares, reproduzindo assim, as caracteristicas das fibras

musculares dos pacientes portadores de DMD (BULFIELD et al., 1984).

Apesar da auséncia da distrofina ser um achado comum tanto nos pacientes portadores de DMD
quanto nos camundongos mdx, a evolu¢do do quadro clinico ndo é exatamente a mesma para cada um
deles. Ultraestruturalmente ha algumas diferengas evidentes entre a patologia dos camundongos mdx e
da DMD. Desta forma, apesar dos camundongos apresentarem intenso infiltrado inflamatério nas areas
de mionecrose, diferem da distrofia humana por ndo apresentar fibrose intensa e depdsito de tecido
adiposo na maioria dos tecidos musculares esqueléticos; machos e fémeas sao afetados e os musculos

do mdx regeneram sucessivamente apds necrose (CULLEN; JAROS, 1988).

Nos musculos de camundongos mdx os ciclos de degeneracdo/regeneragdo se iniciam
efetivamente por volta dos 20 dias de idade. Estudos mostraram que no sétimo dia pds-nascimento os
camundongos apresentam cerca de 0,62% das fibras musculares do STN regeneradas. No décimo
quarto e vigésimo primeiro dias, 2,2% e 5%, respectivamente, periodo caracterizado como estado pré-
necrético (MINATEL, NETO; MARQUES, 2003; PORTER et al., 2003). No periodo entre 21 e 28
dias de vida pds-natal, observa-se extensa drea de necrose no musculo tibial anterior destes animais

(SHAVLAKADZE et al., 2004). A intensa necrose miofibrilar, observada neste periodo, providencia
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um excelente modelo para o estudo de intervencdes terapéuticas designadas para prevenir ou reduzir a
necrose, uma vez que a reducdo da miopatia é facilmente identificada (RADLEY ; GROUNDS, 2006).
Entre 35 e 90 dias a necrose atinge seu dpice, comprometendo um grande nimero de fibras do extensor
longo dos dedos. Neste periodo encontram-se mais de 50% das fibras do musculo em regeneragdo, com
diametro varidvel e centronucleacdo. Com cerca de 120 dias de idade, praticamente todas as fibras do

musculo encontram-se regeneradas (TANABE; ESAKI; NOMURA, 1986).

Independentemente das diferencas observadas entre os pacientes distréficos e os camundongos
mdx, ambos apresentam aumento da concentra¢do de cdlcio intracelular e de EROs em suas fibras
musculares (BODENSTEINER; ENGEL, 1978; TURNER et al., 1991; MALLOUK; JACQUEMOND;
ALLARD, 2000; ROBERT et al., 2001, JORGENSEN et al, 2011). Sendo assim, o camundongo mdx
constitui um bom modelo experimental para o estudo dos mecanismos envolvidos na DMD, bem como,

para avaliagcdo de potencial terapia farmacoldgica.
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1.4 Calcio, canais de calcio e drogas bloqueadoras de calcio

2+
O ion célcio (Ca ) é um importante elemento na constitui¢cdo e fungdo celular do organismo,

envolvendo processos fisioldgicos e bioquimicos essenciais para a manutencdo do equilibrio do meio

2+
interno. A concentracdo de Ca intracelular é regulada pela interacdo de miltiplos processos de influxo

e efluxo e ocorre em ondas e picos, visto que altas concentragdes por longos periodos sdo téxicas para

as células (BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001).

2+
De maneira geral, as células mantém baixas concentracdes de Ca intracelular livre, havendo

alta concentracao extracelular deste ion (ALBERTS et al., 2002; BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE,

2+
2001). O gradiente de concentracdo de Ca ¢ mantido por canais presentes na membrana plasmatica

2+
que movem ativamente o Ca para fora da célula. Ou ainda, este fon pode ser resgatado para o reticulo

2+
endoplasmatico pela bomba Ca -ATPase (ALBERTS et al., 2002).

2+
O influxo, efluxo e estocagem de Ca intracelular sdo realizados por canais voltagem-

2+
dependentes, os quais sdo operados por despolarizacdo; canais de Ca capacitativos, operados pela

deplecdo de estoques intracelulares; e canais receptor-operados, que sdo ativados por mensageiros

bioquimicos (FONG et al.,1990; FRANCO-OBREGON; LANSMAN, 1990; VANDEBROUCK et al.,

2+
2006). Além desses canais, outros canais também permitem a passagem de Ca , como por exemplo, o

canal ativado por alongamento (SAC, stretch activated channel) e o os canais do tipo leak.

Os canais voltagem-dependentes pertencem a trés familias, de acordo com suas propriedades
farmacoldgicas e eletrofisiolégicas: canais sensiveis a dihidropiridina ativados por alta voltagem (tipo
L), canais insensiveis a dihidropiridina ativados por alta voltagem (tipos P, Q, N e R) e canais ativados

por baixa voltagem (tipo T) (ERTEL et al., 2000). Nos musculos estriados esqueléticos encontram-se

2+
os canais do tipo L, os quais permitem a entrada inicial do Ca na fibra muscular e também ativam
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receptores rianodina presentes no reticulo sarcoplasmatico promovendo a liberagdo de calcio do

reticulo para o sarcoplasma (ROSSI; DIRKSEN, 2006).

2+
Em fibras musculares distréficas é observada alteracdo na concentragdo do Ca (TURNER et

al., 1991), que se encontra elevada no citoplasma ou dentro de outros compartimentos celulares, como
reticulo sarcoplasmatico e mitocondria (MALLOUK, JACQUEMOND; ALLARD, 2000; ROBERT et
al., 2001). Experimentos com musculo cardiaco de camundongos mdx demonstraram que a auséncia de
distrofina promove alteragdes nos receptores dihidropiridina e no canal de célcio tipo-L favorecendo o
aumento do influxo de célcio intracelular (WOOLF et al., 2006). Além dos canais de célcio tipo L, os
canais SAC e leak também parecem estar envolvidos com o aumento de cdlcio nas fibras musculares
distréficas (RANDO et al., 1998). Segundo Franco-Obregon Jr e Lansman (1990), as fibras musculares
distréficas apresentam aumento na atividade desses canais antes de qualquer sinal de degeneracdo ou
necrose muscular. Também foi observado que a ocorréncia desses canais € maior em fibras musculares

de mdx (VANDEBROUCK et al., 2002).

2+
O aumento na concentracdo de Ca intracelular resulta em protedlise dos constituintes

celulares; ativacdo de fosfolipase A2, afetando a integridade da membrana; aumento na produgdo de

2+
EROs, causando peroxidacao lipidica; e aumento na concentracdo de Ca na mitocOndria (GISSEL,

2005 e WHITEHEAD et al. 2006).

Diante do exposto, drogas que atuam bloqueando os canais de célcio e consequentemente

2+
inibindo o aumento citossélico de Ca (GILMAN et al., 1991, JANIS; SILVER; TRIGGLE, 1987)

pode constituir uma importante terapia farmacoldgica auxiliar no tratamento da DMD. O verapamil
(fenilalquilamina), o diltiazem (benzotiazepina) e a nifedipina (diidropiridina) sdo drogas bloqueadoras

de canais de cdlcio que atuam sobre os canais do tipo-L e tem grande aplicabilidade para doencas do
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sistema cardiovascular, como a hipertensdo arterial sist€émica (OKUDA et al., 2005, JANIS; SILVER;

2+
TRIGGLE, 1987). Recentemente, verificou-se reducdo do Ca total nos musculos diafragma e

cardiaco em camundongos mdx apds tratamento com verapamil e diltiazem. Ainda no mesmo trabalho,
observou-se que o diltiazem atenuou a mionecrose no miusculo diafragma (MATSUMURA et al.,

2009).

1.4.1 Nifedipina

A nifedipina € um antagonista do cdlcio do tipo 1,4-diidropiridina (Figura 2). Os antagonistas
do cdlcio reduzem o influxo transmembranoso de fons de cdlcio para o interior da célula através do
canal lento de cdlcio (tipo-L). E utilizado basicamente para doencas do sistema cardiovascular, como a

hipertensdo arterial (ROJSTACZER; TRIGGLE, 1996).

NOC;
MeOOC COOMe
| |
Me N o
[t
Nifedipina

Figura 2. Estrutura quimica do antagonista de Ca*" nifedipina (ROJSTACZER; TRIGGLE, 1996)

Trabalhos relataram que a nifedipina ndo apresentou nenhum potencial efeito benéfico sobre a
progressdo da distrofia em pacientes e em animais experimentais distroéficos por deficiéncia em
sarcoglicanas (MOXLEY, 1985, MOXLEY et al., 1987, JOHNSON; BHATTACHARYA, 1993). No

entanto, também foi constatado que a nifedipina ndo causou efeitos colaterais graves como outros
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bloqueadores (MOXLEY, 1985, MOXLEY et al., 1987). Outros estudos enfocam que a nifedipina nao
bloqueia também os canais Leak, podendo inclusive em alguns casos aumentar a atividade desse canal
(FONG et al., 1990, RIVET et al., 1992). Outros autores sugerem que ndo hd alteracdo no nimero de
canais de cdlcio sensiveis a nitrendipina (derivado diidropiridinico) em pacientes distr6ficos, o que
pode justificar a auséncia de efeito do tratamento com nifedipina durante a progressio da DMD
(DESNUELLE et al., 1986). Entretanto, os préprios pesquisadores relatam que o funcionamento destes
canais pode estar alterado nos pacientes distréficos independente do ndmero ser similar ao de
individuos normais (DESNUELLE et al., 1986). Diferindo dos trabalhos apresentados anteriormente,
experimentos verificaram que a nifedipina bloqueou a entrada excessiva de cdlcio intracelular por
canais de cdlcio tipo-L em camundongos mdx, promovendo diminui¢do do aumento anormal do tonus
muscular do tubo digestério nesses animais (MULE et al., 2001, MULE: SERIO, 2001). Também se
observou que o influxo de célcio no musculo extensor longo dos dedos (EDL) de camundongos mdx foi
inibido pela aplicagao de nifedipina (FRAYSSE et al., 2004). Recentemente, estudos com musculo
cardiaco e com musculos estriados esqueléticos de camundongos mdx demonstraram que o aumento do

influxo de célcio intracelular provavelmente deve-se a altera¢des no canal de cdlcio tipo-L provocadas

pela auséncia da distrofina (WOOLF et al., 2006, MATSUMURA et al., 2009).

A Nifedipina além de ser um potente bloqueador do canal de cdlcio tipo-L como ja descrito
anteriormente, também foi relacionada a redugdo do estresse oxidativo em pacientes hipertensos
(TADDEI et al., 2001). A administragao de nifedipina ou amlodipina mostraram-se capazes de reduzir
os niveis plasmdticos de malondialdeido (marcador de estresse oxidativo e oxidacdo de lipides),
lipoperdxidos e de Ferric-reducing anti-oxidant power (FRAP), que mensura a atividade antioxidante
total, aumentando os seus niveis quando comparados aos controles, em pacientes hipertensos

(GHIADONI et al, 2003).
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Em outro experimento, a Nifedipina inibiu a ativa¢do de NF-kB em linha celular de carcinoma
pulmonar humano e a ativacdo de TNF-a, observado pela redu¢do da expressdo da proteina luciferase
estimulada pela interleucina 1 (IL-1) (MATSUMORI; NUNOKAWA; SASAYAMA, 2000) e também
diminuiu os niveis séricos de proteina C- reativa (marcador inflamatério de fase aguda) de pacientes
com angina estdvel que se submeteram a intervencdo coronariana percutanea. Esse efeito anti-
inflamatério pode ser explicado por aumentar a fungdo endotelial coronariana e assim, favorecer a
biodisponibilidade do 6xido nitrico, que € um inibidor de moléculas pré-inflamatérias (TAKASE et al,

2005).

1.5 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Além dos estudos visando a compreensdo dos mecanismos envolvidos no aumento do calcio
intracelular nas fibras distréficas, atualmente existe um crescente interesse no envolvimento das
espécies reativas de oxigénio (EROs) na patogénese das distrofinopatias. A hipétese de que as EROs
estejam envolvidas na fisiopatologia das distrofias musculares foi inicialmente baseada nas
similaridades entre as mudancas patologicas que ocorrem na DMD e mudangas que ocorrem no
musculo sob diferentes condi¢des de estresse oxidativo, como isquemia, exercicio fisico intenso e
deficiéncia de vitamina E (MURPHY; KEHRER, 1989; IRINTCHEV; WERNIG, 1987; MENDELL;
ENGEL; DERRER, 1971). Foram observadas alteragdes bioquimicas no musculo distréfico que sdo
caracteristicas de lesdo oxidativa (RAGUSA; CHOW; PORTER, 1997, HAYCOCK et al, 1996;
HAUSER et al, 1995; MURPHY; KEHRER, 1989). O aumento do estresse oxidativo na DMD ¢é
indicado: pelo aumento da excreg¢do de 8-hidroxy-2’-deoxyguanosine, indicativo de lesdo oxidativa no
DNA (RODRIGUEZ; TARNOPOLSKY, 2003); por alteracdes nas proteinas (NIEBROJ-DOBOSZ et

al, 2002), indugdo de enzimas antioxidantes (MECHLER; IMRE; DIOSZEGHY, 1984) e acimulo de
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lipofuscina no musculo distréfico (NAKAE et al, 2004). Além disso, observou-se que as células
distréficas sdo especificamente mais sensiveis a lesdo por estresse oxidativo do que células musculares
normais (RANDO et al, 1998) e que o aumento da produgdo das EROs, no periodo que antecede a
qualquer necrose no camundongo mdx, promove peroxidacdo lipidica da membrana (DISATNIK et al,

1998).

Trabalhos sugerem que a producdo elevada de EROs nos musculos distréficos (ver Figura 3)
deve-se: (1) o acimulo intracelular de fons célcio conduz a uma captacdo anormal deste pela
mitocOndria, resultando em uma producdo elevada de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(BROOKES et al, 2004); (2) outra possibilidade de mecanismo de formacdo de EROs € através da
NADPH-oxidase, a qual se tem conhecimento que produz rapidamente EROs durante o ciclo de
relaxamento das células musculares lisas (GROTE et al, 2003). Recentemente, constatou-se a presenca
de subunidades de NADPH-oxidase no muisculo estriado esquelético junto ao sarcolema
(JAVESGHANI et al, 2002). Whitehead e colaboradores (2006) sugeriram que este complexo
enzimdtico pode ser regulado pela distrofina ou por outras proteinas do CDG. Desta forma, sua funcio

pode estar alterada nos musculos distréficos, levando a uma maior produgdo de EROs.
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Figura 3. Diagrama esquematico demonstrando as possiveis vias de degeneragdo na fibra muscular
distréfica, pelo aumento de EROs e de célcio intracelular; SAC (canal de célcio ativado por
estiramento); canal de cdlcio “Leak”; NF-KB (fator de transcricao nuclear); TNF-a (Fator de Necrose

Tumoral alpha).

As EROs também tém sido relacionadas a ativacdo do fator de transcricao nuclear NF-kB nos
camundongos mdx, uma vez que a ativacdo deste fator pode ser prevenida pelo antioxidante N-
acetilcisteina (KUMAR ; BORIEK, 2003). Sustentando ainda a ativagdo do fator NF-kB por EROs,
experimentos constataram o aumento da expressdo de citocinas prdinflamatérias reguladas por este
fator de transcri¢do, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina IL-1, nos misculos de
camundongos mdx antes do periodo necrético (KUMAR; BORIEK, 2003). As evidéncias sugerem que
as EROs podem estar envolvidas no processo distréfico, acionando uma cascata inflamatéria que
conduz a ativacdo do fator NF-kB e subseqiiente liberacio de mediadores inflamatdrios. Segundo

Messina e colaboradores 2000, a interrupgao desta cascata pode ter um potencial efeito terapéutico.
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1.5.1 Antioxidante Coenzima Q10

Com relagdo a Coenzima Q10 (CoQ10), o interesse por esta droga tem aumentado nos dltimos
anos, principalmente devido a sua capacidade de transferir elétrons e atuar como antioxidante
(KUMAR et al., 2009). A CoQ10 ¢ uma benzoquinona lipossolivel endégena que funciona como um
carregador de elétrons difusiveis na cadeia respiratéria mitocondrial (LENAZ et al., 2007). A CoQ10
atua como um poderoso antioxidante, eliminando os radicais livres e impedindo o inicio e a propagacao
da peroxidacdo lipidica em biomembranas celulares (CRANE, 2001; BENTINGER; BRISMAR;
DALLNER, 2007). Essa acdo antioxidante também pode ocorrer por meio da ativacdo e aumento da
expressao de proteinas mitocondriais desacopladas causando um efeito antiapoptético (CHATURVEDI
& BEAL, 2008; MARCOFF & THOMPSON, 2007). Também apresenta propriedades anti-
inflamatérias diminuindo a producao de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a (SCHMELZER, et

al., 2007).

Estudos recentes relataram que a CoQ10 reduziu efetivamente as EROs intracelulares induzidas
pela luz UV em células epiteliais do cristalino humano (KERNT et al., 2010) e em modelo de células
neuronais e estresse oxidativo (SOMAYAJULU et al, 2005), demonstrando sua capacidade
antioxidante. Especificamente em relacdo a DMD, estudos com pacientes distréficos demonstraram que
a administragdo de CoQ10 promoveu melhora na funcio cardiaca, reducdo dos sintomas gerados pela
DMD e restauracdo da capacidade fisica (FOLKERS et al., 1985; FOLKERS; SIMONSEN, 1995). Em
acordo com este trabalho, experimentos com bidpsias de musculos de pacientes distroficos verificaram
reducdo na concentracdo da CoQ10, sugerindo que um tratamento com reposi¢cao dessa coenzima possa
apresentar potencial efeito sobre a DMD (MILES et al., 2005). Recentemente animais experimentais

distréficos por deficiéncia em disferlina apresentaram significativa reducido no processo inflamatério e
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atenuacdo do processo de degeneracao muscular apds tratamento com CoQ10 (POTGIETER et al.,

2011).
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente projeto foi verificar se o tratamento com o bloqueador de célcio
Nifedipina e o antioxidante Coenzima Q10, administrados isoladamente ou em associacdo antes que se
iniciem os ciclos de degeneracdo/regeneracdo muscular, apresenta efeito benéfico sobre as fibras

musculares distréficas de camundongos mdx.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos das linhagens mdx e C57BL/10, camundongos heterozigotos
para o gene que desencadeia a distrofia muscular de Duchenne e que deram origem a linhagem mdx, de
ambos os sexos, com 14 dias de vida pds-natal, obtidos de casais mantidos no biotério do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia. As matrizes foram oriundas do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica (CEMIB) da UNICAMP. Apds o nascimento, os filhotes
permaneceram com a fémea até o dia do sacrificio. Durante todo o experimento, os animais foram

mantidos em caixas pldsticas com 12 horas de ciclo claro/escuro, racio e dgua ad libitum.

Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA), e
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal (CEEA-IB/UNICAMP), autorizado sob

o protocolo n°2961-1.
Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

1) Grupo controle, constituido de camundongos da linhagem C57BL/10 (Ctrl, n=16).

2) Grupo mdx, constituido de camundongos da linhagem mdx.
a. mdx tratado com dlcool 20% e solug¢do aquosa 1% de Tween 80 - (mdx, n=20).
b. mdx tratado com nifedipina (Ni) e Coenzima Q10 (CoQ10) - (mdxNCo, n=20).
¢. mdx tratado com Ni - (mdxN, n=20).

d. mdx tratado com CoQ10 - (mdxCo, n=20).
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3.2 Drogas e Tratamento

A partir do 14° dia de vida pds-natal, os camundongos mdx e C57BL/10 (Ctrl) foram pesados e
tratados diariamente por 14 dias com Nifedipina (Sigma, St. Louis, Mo.) e Coenzima Q10 (Galena
Quimica e Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e/ou com salina e solu¢dao aquosa 1% de Tween 80 de

acordo com o protocolo abaixo:

a. Grupo mdxNCo recebeu 10 mg/kg de Nifedipina (OKUDA et al, 2005) diluida em dlcool
20% (MIQUEL et al, 2005) por gavagem e 10 mg/kg de Coenzima Q10 (FOUAD et al, 2010) diluida

em solu¢do aquosa 1% de Tween 80 por injecdo intraperitoneal;

b. Grupo mdxN recebeu 10 mg/kg de Nifedipina diluida em dlcool 20% por gavagem;

¢. Grupo mdxCo recebeu 10 mg/kg de Coenzima Q10 diluida em solugcdo aquosa 1% de Tween

80 por injecdo intraperitoneal;

d. Grupo mdx recebeu dlcool 20% por gavagem e soluc@o aquosa 1% de Tween 80 por injecao

intraperitoneal.

3.3 Analise Histologica

Doze horas antes da eutandsia, os animais foram pesados e injetados (intraperitonialmente) 0,1
ml de uma solucdo a 1% de Azul de Evans (AE) para cada 10g de camundongo, (solu¢do em PBS: 14g
de fosfato de s6dio monofésico, 4,3 g de fosfato de potassio dibdsico anidro, 72g de cloreto de sddio
em um litro de 4gua destilada; ph 7,5), conforme descrito por Hamer et al (2002) e Matsuda et al
(1995). Apds o tempo acima referido, os animais (n=03 grupo Ctrl; n=05 grupos mdx) foram

anestesiados por via intra-peritoneal com solucdo de cloridrato de xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e
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cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) na proporcao de 1:1 e dose de 0,1mL/30g de peso corporal.
Os musculos STN, DIA e TA foram retirados, congelados em isopentano a —90°C, resfriado a —159°C
em nitrogénio liquido e armazenados em biofreezer a —70°C. Para obtencdo dos cortes em criostato
(Microm-HS) os miusculos foram mantidos a —23°C, seccionados transversalmente na espessura de 8
um e coletados em lamina. Foram obtidas 06 laminas com 12 cortes dos miisculos STN, DIA e TA dos
referidos grupos experimentais. Dessas, 03 foram banhadas com acetona por 15 minutos e
posteriormente montadas em meio de montagem DABCO (Sigma) para fluorescéncia para visualiza¢ao
das fibras coradas com AE e 03 foram coradas com HE e montadas em resina. Também foram
delimitadas as areas de inflamacdo (%INFL.) e drea total do musculo. Para delimitar essas areas, as
imagens foram capturadas por uma camera fotogréfica (Nikon Express Series) acoplada ao microscépio

(Nikon®, Eclipse TS100/TS100F) e analisadas pelo programa NIS-elements AR Advances Reserches.

Para a verificacdo da penetracdo do AE nas fibras musculares, analisamos dois cortes de cada
musculo em microscopio 6ptico de fluorescéncia (Nikon®, Eclipse TS100/TS100F). O niimero de
fibras coradas foi quantificado e expresso em porcentagem em relacdo ao niimero total de fibras da

mesma Sec¢ao.

As laminas coradas com HE foram observadas em microscopio de luz. Avaliamos o nimero de
fibras que apresentarem nucleo central (indicativo de fibras musculares regeneradas — TORRES;
DUCHEN, 1987) e de fibras com nucleo periférico (caracteristica de fibras normais). A contagem da
populacdo de fibras foi obtida através de um reticulo de cem pontos acoplado a ocular do microscépio
em objetiva de 40X, com auxilio de um contador manual. Todas as fibras dos cortes (fibras normais e
regeneradas) foram contadas para estimar a populacdo total de fibras de cada musculo, possibilitando a

obtencdo da porcentagem de fibras normais e regeneradas dos animais empregados no experimento.
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3.4 Determinacao da Atividade de Creatina-Quinase (CK)

A atividade de CK foi determinada no soro dos animais de todos os grupos. Apds anestesia
(protocolo descrito no item 3.4), amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca e
centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K) a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O soro obtido
foi utilizado para determinar a atividade de CK através do kit CK Nac Cinético Crystal da Bioclin. As
absorbancias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se espectrofotdmetro U.V. (Thermo Electron
Corporation® Spectrophotometer Genesys 20) com comprimento de onda de 340 nm e cubetas de

quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Os valores foram expressos em U/L.

3.5 Quantificacio de TNF-0, NF-kB e 4-HNE

Ap6s retirada do sangue, os animais foram perfundidos com PBS e os musculos STN, DIA e
TA removidos e cortados em pequenos pedagos, homogeneizados imediatamente em 2 ml de tampao
para homogeneiza¢dao (Triton X-100 1%, tris-HC1 100mM (ph 7,4), pirofosfato de s6dio 100mM,
fluoreto de s6dio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1mg/ml de
aprotinina) a 4°C usando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Kinematica Ag)
operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C
por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado para andlise do extrato total. A determinacdo de proteina
foi realizada pelo método de BRADFORD (BOOTMAN et al, 1976). As amostras do extrato protéico
foram tratadas com tampdo Laemmli (azul de bromofenol 0,1% e fosfato de sédio 1 M pH 7,0, glicerol
50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100mM, aquecidas em é4gua fervente por 5 minutos e
centrifugadas por 1 minuto. Em seguida, 30 ug de proteina foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida
a 12% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA,

EUA). A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a
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120V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. A seguir, as membranas foram coradas com
solu¢do de Ponceau (FOGAGNOLO MAURICIO et al, 2012). Posteriormente, as membranas foram
lavadas e incubadas com solugdo basal (Trisma base 10mM, cloreto de s6dio 150mM e Tween-20
0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir a ligagdo
ndo especifica de proteinas. Posteriormente, incubadas com 10ug de anticorpo primdrio: anticorpo
policlonal anti-rabbit TNF-a, (Chemicon); e/ou anticorpo monoclonal anti-rabbit NF-«B, (p65 phospho
S276, Abcam, Cambridge); e/ou anticorpo policlonal anti-rabbit 4HNE, (Santa Cruz Biotechnology)
diluido em 10ml de solucdo basal contendo 3% de leite desnatado a 4°C durante a noite. No dia
seguinte, as membranas foram lavadas por 30 minutos com solugdo basal e incubadas em 10ml de
solu¢do basal contendo 1% de leite desnatado e 2,5ug de anticorpo secundério (anti-mouse IgG
Peroxidase; e/ou anti-rabbit IgG Peroxidase; e/ou anti-mouse IgG Peroxidase) por duas horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com
solu¢do basal. Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solucdo de
quimioluminescéncia (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos, seguido de
exposi¢ao a um filme Kodak XAR (Eastman KodaK, Rochester, N.Y, USA). As densidades das bandas
e das amostras sobre o filme foram escaneadas e “salvas” em discos de computador para quantificacao

da densitometria Otica, usando um scanner e o programa ImageJ (Image Processing and Analysis in

Java).

3.6 Determinacao de célcio total nos misculos
Os musculos STN, TA e DIA 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 balao volumétrico contendo 2% de seu volume de acido
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nitrico p.a. a 100°C até a digestao total dos musculos. O baldo volumétrico foi completado com dgua
ultra-pura e a amostra filtrada com algoddo em um funil. A andlise da amostra foi realizada no
espectrometro de emissao 6tica 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 difracao.

3.7 Andlise Estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o teste ANOV A One Way seguido do teste Bonferroni para
as devidas comparagdes entre os grupos, e os dados foram apresentados por meio de média e desvio
padrao. Foram assumidos grau de significancia de 5%. As andlises foram processadas por meio do

software GradPad Prism 5.
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4. RESULTADOS
4.1 Peso corporal
O peso corporeo dos animais nao diferiu significativamente entre os animais dos grupos

experimentais Ctrl, mdx, mdxNCo, mdxN e mdxCo (média do peso corpdreo no 28° dia de vida: CtrlS

8,3+0,6; mdxS 8,6x1,1; mdxND 7,8+0,4; mdxN 8,7+0,7e mdxD 8,7+0,3; p>0.05, ANOVA).

4.2 Andlise de creatino-quinase (CK) no plasma sanguineo

No presente trabalho (ver Figura 4), observou-se aumento significativo nos niveis séricos de CK
nos camundongos mdx em relacdo aos animais controle (grupo mdx: 1395,03+232,27 U/L; grupo Ctrl:
273,07+56,03 U/L; p>0.05, ANOVA ). Os animais mdx dos grupos mdxNCo e mdxCo apresentaram
reducdo significativa nos niveis de CK quando comparados ao grupo mdx (grupo mdxNCo:
422,01£312,63 U/L; grupo mdxCo: 249,33+154,60 U/L; grupo mdx: 1395,03+232,27 U/L; p>0.05,
ANOVA ). O grupo mdxN apresentou niveis de CK semelhante ao grupo mdx (grupo mdxN:

1361,58+189,62 U/L; grupo mdx: 1395,03+232,27 U/L; p>0.05, ANOVA).
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Figura 4. Média dos niveis de CK total no plasma sanguineo expressos em U/L. Valores sdo expressos
como média e desvio padrao (U/L; n= 05 animais por grupo). Grupo Ctrl: camundongo C57BL/10;
grupo mdx: camundongo mdx sem tratamento; grupo mdxNCo: camundongo mdx tratado com
Nifedipina e Coenzima Q10; grupo mdxN: camundongo mdx tratado com Nifedipina; grupo mdxCo:
camundongo mdx tratado com Coenzima Q10. a: difere do grupo Ctrl; b: difere do grupo mdxNCo; c:
difere do grupo mdxCo; d: difere do grupo mdxN. p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparacio

multipla do teste de Bonferroni.

4.2 Analise morfolégica qualitativa e quantitativa
Os musculos STN, TA e DIA dos grupos Ctrl, mdx, mdxNCo, mdxN e mdxCo apresentaram
fibras musculares com diferentes caracteristicas histolégicas. Foram observadas fibras em processo de

degeneracao, fibras com nucleo periférico e fibras regeneradas.

A Figura 5 demonstra as caracteristicas histologicas analisadas. As fibras com nucleo periférico

apresentaram formato poligonal em justaposicdo com outras fibras de mesma caracteristica (Figura
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S5A). Fibras regeneradas foram caracterizadas pelo nucleo centralizado, cromatina condensada,
citoplasma eosinéfilo e didametro préximo ao de uma fibra muscular esquelética com nicleo periférico
(Figura 5A). As dreas de inflamacdo/regeneracdo (Figura 5B) foram caracterizadas pela presenca de
fibras em estado inicial de regeneracao, caracterizadas por pequenos midcitos fortemente baséfilos com
nuicleo central entremeado por infiltrado inflamatério exuberante, em dreas de grande celularidade. As
fibras com alteracdo de permeabilidade ou em degeneracdo foram evidenciadas pela presenca de azul

de Evans no seu interior (Figura 5D).



33

Figura 5. Seccido transversal dos muisculos STN (A,B) e TA (C,D) dos grupos mdx (A,B), Ctrl (C) e
mdxNCo (D). Em A, observa-se fibras com nucleo periférico (cabega de setas) e fibras com ntcleos
centrais (setas pretas). Em B, drea de inflamagdo e regeneracdo (asterisco). Em C, fibras do grupo
CTRL nédo positivas ao AE. Em D, fibras positivas ao AE (setas brancas). Coloragdo HE. Barra de

escala: S0uM.

Para andlise quantitativa dos grupos experimentais foram utilizadas as seguintes varidveis:

porcentagem de fibras positivas ao azul de Evans ou em degeneracdo (%AE), porcentagem de fibras
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com nucleo central (%NC) e porcentagem de fibras com nicleo periférico (%NP) em relacdo ao
nimero total de fibras musculares. Também foi avaliada a porcentagem de area de inflamagdo

(%INFL.) em relacdo a drea total do musculo.

Comparando-se os musculos TA, STN e DIA observamos uma diferencga entre eles (ver Tabela
1) quanto a porcentagem de fibras com nicleo periférico (indicativo de fibras que ndo passaram pelo
processo de mionecrose), de fibras positivas ao AE (que indica perda da integridade do sarcolema e

mionecrose) e de fibras regeneradas (nicleo central).

Em nossos experimentos observamos aumento significativo da mionecrose (maior porcentagem
de fibras positivas ao AE) nos musculos TA e STN do grupo mdx em relacdo ao grupo Ctrl e redugdo
significativa deste aumento no musculo TA dos animais do grupo mdxN. Os demais grupos
experimentais dos musculos TA e STN também apresentaram diminui¢cdo de fibras positivas ao AE,
porém esta reducdo nao foi significativa. O misculo DIA do grupo mdx apresentou aumento na
expressdo de fibras positivas ao AE quando comparado ao grupo controle, porém, provavelmente

devido ao elevado desvio padrdo, este ndo foi significativo.

Apds tratamento com a associacdo de Nifedipina e Coenzima Q10 e/ou a Coenzima

isoladamente, observamos significativa redu¢do de dreas com infiltrado inflamatério no misculo DIA.
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Tabela 1. Porcentagem de fibras com nticleo central, com nucleo periférico, positivas ao azul de Evans

e dreas de inflamacdo nos musculos tibial anterior (TA), esternomastéideo (STN) e diafragma (DIA).

%NC %NP %AE % Infl.
TA Ctrl 0,0 99,8 0,0 0,0
mdx 28,6 65,7 5,7 8,1°
mdxCo 22,3 74,7 3,6 0,9
mdxN 30,9° 68,5° 0,5" 4,1
mdxNCo 11,9 84,8 3,3 11,5
STN Ctrl 0,0 99,6 0,0 0,0
mdx 29,2 62,8" 7,9* 13,0
mdxCo 34,9 59,1 5.8 4.8
mdxN 18,9 78,5 0,4 2,3
mdxNCo 39,5 55,9 4,5 1,4
DIA Ctrl 0,0 99,6 0,0 0,0
mdx 4,7 89,7 0,8 4,0°
mdxCo 3,0 96,3 0,7 1,2
mdxN 32 94,3 0,9 2,4°
mdxNCo 6,1 91,2 0,7 1,6°

9%NC, porcentagem de fibras regeneradas com nucleo central; % NP, porcentagem de fibras com nucleo
periférico; %AE, porcentagem de fibras positivas ao azul de Evans; % Infl., porcentagem de drea de
inflamacdo. Grupo Ctrl: camundongo C57BL/10; grupo mdx: camundongo mdx sem tratamento; grupo
mdxNCo: camundongo mdx tratado com Nifedipina e Coenzima Q10; grupo mdxN: camundongo mdx
tratado com Nifedipina; grupo mdxCo: camundongo mdx tratado com Coenzima Q10. a. Difere do
grupo Ctrl; b. Difere do grupo mdx; p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de compara¢ao multipla do

teste de Bonferroni.
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4.3 Analise do Western Blotting

4.3.1 4-HNE

A quantificacdo do immunoblotting para 4-HNE ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa nos misculos TA, DIA e STN entre os grupos avaliados (Figuras 61, 611 e 6I1I).
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Figura 6. Grupo Ctrl: camundongo C57BL/10; grupo mdx: camundongo mdx sem tratamento; grupo

Pixels

mdxNCo: camundongo mdx tratado com Nifedipina e Coenzima Q10; grupo mdxN: camundongo mdx
tratado com Nifedipina; grupo mdxCo: camundongo mdx tratado com Coenzima Q10. I. musculo tibial
anterior e respectivo grafico de quantificacdo; II. musculo diafragma e respectivo grafico de
quantificagdo; III. musculo esternomastéideo e respectivo grafico de quantificacio. ANOVA "one-

way", seguida de comparacao multipla do teste de Bonferroni.
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4.3.2 TNF-alpha

A andlise da proteina TNF-a (figuras 71, 711 e 71II) mostraram aumento nos grupos mdx quando
comparados ao grupo CRTL em todos os musculos (TA, DIA e STN). Além disso, o mdsculo TA
apresentou reducdo significativa nos grupos mdxCO, mdxN e mdxNCo, sendo que o grupo tratado com
Nifedipina nao apresentou redugdo significativa comparados oo grupo controle. Os misculos DIA e

STN também apresentaram redugdo significativa no grupo tratado com Nifedipina (mdxN).
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Figura 7. Grupo Ctrl: camundongo C57BL/10; grupo mdx: camundongo mdx sem tratamento; grupo
mdxNCo: camundongo mdx tratado com Nifedipina e Coenzima Q10; grupo mdxN: camundongo mdx
tratado com Nifedipina; grupo mdxCo: camundongo mdx tratado com Coenzima Q10. I. muisculo tibial
anterior e respectivo grafico de quantificacdo; II. misculo diafragma e respectivo grafico de
quantificagdo; III. misculo esternomastéideo e respectivo grafico de quantificagdo. a. Difere do grupo
Ctrl; b. Difere do grupo mdx; p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparacao multipla do teste de

Bonferroni.

4.3.3 NF-kB
Os musculos DIA e STN exibiram diminuic¢ao significativa entre o grupo ndo tratado (mdx) e os
seus respectivos controles (CRTL). O musculo diafragma teve redugdes significativas em todos os

grupos tratados comparados tanto ao grupo controle quanto ao mdx ndo tratado. No misculo
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esternomastéideo, o Uinico grupo com reducao estatistica foi o tratado com Coenzima Q10, enquanto os

outros apresentam aumento na quantidade de proteina (figura 81, 8II e 8III)
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Figura 8. Grupo Ctrl: camundongo C57BL/10; grupo mdx: camundongo mdx sem tratamento; grupo

mdxNCo: camundongo mdx tratado com Nifedipina e Coenzima Q10; grupo mdxN: camundongo mdx
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tratado com Nifedipina; grupo mdxCo: camundongo mdx tratado com Coenzima Q10. I. misculo tibial
anterior e respectivo grafico de quantificacdo; II. musculo diafragma e respectivo grifico de
quantificacdo; I1I. misculo esternomastdideo e respectivo grafico de quantificacdo. a. Difere do grupo
Ctrl; b. Difere do grupo mdx; p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparacdo multipla do teste de

Bonferroni.

4.3 Determinacao de calcio total nos musculos

Para observar a acdo da Nifedipina e da Coenzima Q10 na quantidade de calcio total das fibras
musculares realizamos a dosagem deste ion e os resultados sdo observados na figura 9.

Houve aumento significativo (p<0,05; ANOVA) de cdlcio total no grupo mdx quando
comparado ao grupo controle nos musculos DIA e STN. O muisculo TA do grupo mdx também
apresentou aumento, porém este nao foi significativo.

O misculo DIA apresentou diminui¢do significativa (p<0,05; ANOVA) de cdlcio total nos
grupos Nifedipina+Coenzima Q10, Nifedipina e/ou Coenzima Q10, quando comparado ao mdx. O
musculo STN também apresentou redugdo do cdlcio apds os 3 tratamentos em relacdo aos animais nao
tratados, porém a redugdo sé foi significativa no grupo mdxCo. Nao houve diferenca significativa no

musculo TA nos grupos mdxNCo, mdxN e mdxCo quando comparados ao grupo mdx.
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Figura 9. Média dos niveis de cdlcio total nos musculos tibial anterior, diafragma e esternomastéideo
expressos em g/L.. Valores sdo expressos como média e desvio padrao (g/L; n= 05 animais por grupo).
Grupo Ctrl: camundongo C57BL/10; grupo mdx: camundongo mdx sem tratamento; grupo mdxNCo:
camundongo mdx tratado com Nifedipina e Coenzima Q10; grupo mdxN: camundongo mdx tratado
com Nifedipina; grupo mdxCo: camundongo mdx tratado com Coenzima Q10. a: difere do grupo Ctrl;
b: difere do grupo mdx. p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparacdo multipla do teste de

Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos o efeito do antioxidante Coenzima Q10 e do bloqueador de
célcio Nifedipina, administrados isoladamente ou em conjunto, sobre fibras musculares distréficas. No
intuito de obter uma visdo mais ampla dos efeitos desses medicamentos sobre diferentes musculos

distréficos do camundongo mdx, véarios parametros foram avaliados.

5.1 Efeitos Colaterais

O primeiro pardmetro avaliado em nossos experimentos foi o peso corporal dos animais ao final
do tratamento. Verificamos que o tratamento isolado de CoQ10, Nifedipina ou a associacdo dos dois
medicamentos, em nossas condicdes experimentais e na dosagem proposta, nao interfere com a taxa de
crescimento dos camundongos mdx. Este resultado estd de acordo com outros trabalhos que também
ndo observaram efeitos deletérios da administracdo de CoQ10 ou Nifedipina em experimentos in vivo
ou in vitro (OVERVAD et al, 1999; BHAGAVAN; CHOPRA, 2006; BRUNTON; LAZO; PARKER,

2006).

A CoQ10 é encontrada em todas as células do corpo humano, e as maiores concentracdes sao
observadas nos tecidos do cérebro, coracdo, figado e musculo esquelético (SPINDLER; BEAL;
HENCHCLIFFE, 2009). E uma provitamina lipossolivel sintetizada endogenamente, que possui a
capacidade de proteger fosfolipideos, proteinas da membrana mitocondrial e o DNA dos danos
oxidativos (TOMASETTI et al, 1999), além de apresentar a capacidade de regenerar outros
antioxidantes como 4cido ascorbico e o a-tocoferol (KIM; PARK, 2010). Devido as suas propriedades

terapéuticas e ao fato que sua defici€ncia nos tecidos estd associada a alteracdes degenerativas e
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envelhecimento, a suplementagdo didria com CoQ10 tem sido muito utilizada no tratamento de doencas
em varios paises (HIDAKA et al., 2008). Quanto a administracdo exégena de CoQ10, estudos indicam
que esta apresenta baixa toxidade e ndo induz sérios efeitos adversos no ser humano (HATHCOCK;
SHAO, 2006); e ndo tem influéncia sobre a biossintese endégena de CoQ10, ou actimulo no plasma e

tecidos apds o término da suplementacdo (HIDAKA et al., 2008).

Com relacdo a Nifedipina, esta constitui um farmaco da classe dos inibidores dos canais de
célcio utilizado na clinica no tratamento da hipertensdo arterial e angina (BRUNTON, LAZO;
PARKER, 2006). Normalmente, o tratamento em pacientes € iniciado com doses a partir de 10 mg/dia,
podendo chegar a doses de até 60 mg/dia (RAHEEM et al, 2012). Em adi¢do, colaborando com nossos
resultados, poucos efeitos colaterais t€ém se atribuido a administracao de Nifedipina (MOXLEY, 1985,

MOXLEY et al., 1987; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

5.2 Degeneracao/Regeneracao muscular

H4 duas abordagens principais usadas para medir a extensdo de fibras em degeneracdo (para
revisdo ver GROUNDS et al., 2008). A primeira usa marcadores (como corantes ou proteinas) que
rapidamente entram na fibra muscular através do sarcolema danificado e permanecem no sarcoplasma
(como por exemplo, o azul de Evans). A segunda abordagem verifica o nivel de proteinas, em amostras
sanguineas (soro ou plasma), que saem de fibras musculares lesadas e se difundem para a corrente

sanguinea (como por exemplo, a enzima creatina quinase - CK).

O corante azul de Evans (AE; tetrasodium diazo salt Evans blue dye; Sigma) € uma molécula
impermedvel a membrana plasmdtica, ndo penetrando em fibras musculares esqueléticas de

camundongos normais. O corante liga-se a albumina sérica e penetra na fibra muscular quando a
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membrana ndo estd integra. A marcacdo in vivo com este corante possibilita detectar alteracdes de
permeabilidade do sarcolema e fibras em degeneracdo precocemente, fornecendo informacdes sobre
algumas caracteristicas dindmicas e estruturais de musculos esqueléticos normais e portadores de

patologias (MARQUES et al., 2008; MATSUDA et al., 1995).

Nossos dados demonstram que os musculos TA, STN e DIA distréficos apresentam fibras
positivas ao AE. No entanto, a porcentagem dessas fibras difere entre os trés musculos estudados. Os
musculos TA e STN, no periodo analisado, apresentam maior nimero de fibras em degeneracdo do que
o musculo DIA. Colaborando com nossos resultados, dados similares foram observados em
camundongos mdx com aproximadamente 30 dias de vida (MARQUES et al., 2009); alto nivel de
necrose muscular foi observado no muisculo TA de camundongos distréficos entre 21 e 28 dias de idade
(SHAVLAKADZE et al., 2004) e o pico de degeneracao do muisculo DIA foi descrito como sendo em
torno de 36 dias pds-natal (MATSUMURA et al., 2009). Avaliando os tratamentos utilizados no
presente estudo, verificamos reducao significativa de fibras positivas ao AE no musculo TA do grupo
mdxN em relagdo ao grupo mdx. Os demais tratamentos também apresentaram reducdo de fibras

positivas ao AE nos musculos TA e STN, porém ndo significativa.

Uma observacdo importante do presente trabalho diz respeito a diferenca das respostas dos
musculos estudados. Existem relatos na literatura que mostram diferencas na evolugdo e intensidade
das lesdes musculares de acordo com a funcdo desempenhada pelo musculo tais como locomocgao,
manuten¢do postural e respiragdo (PASTORET; SEBILLE, 1995) e que alguns grupos musculares nao
sofrem degeneragdo, tais como os musculos extra-oculares (MARQUES et al., 2007a) e os musculos
intrinsecos da laringe (MARQUES et al., 2007b). Existe ainda a hipdtese de que as diferengas entre as
propor¢oes dos tipos de fibras musculares existentes em cada musculo podem ser responsdveis pelas

caracteristicas biomecanicas que proporcionam diferentes resisténcias as lesdes decorrentes da
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distrofinopatia (HASLETT et al., 2005; BANI et al., 2008). Possivelmente, a diferenca observada na
degeneracdo e mionecrose nos musculos estudados € consequéncia dos diferentes momentos em que
cada miusculo apresenta os ciclos de degeneracdo/regeneracdo (PASTORET; SEBILLE, 1995;
MARQUES et al., 2008) e das diferentes respostas dos musculos aos firmacos utilizados, assim como

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

Com relacdo a andlise de CK, especificamente na DMD, os niveis séricos sistémicos desta
enzima podem ser de 50 a 100 vezes acima dos limites maximos superiores dos valores de referéncia
(ENGEL; YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994) e nos camundongos da linhagem mdx, esses valores

também estdo elevados durante toda a vida do animal (YOSHIDA et al, 2006).

A CK € uma enzima que catalisa a transferéncia de um grupo fosfato entre a creatina fosfato e a
adenosina difosfato (ADP). Os produtos desta reagdo sdo a creatina, que pode ser reaproveitada pela
célula, e a adenosina trifosfato (ATP), que se encontra disponivel para reagdes dependentes de energia
na célula. Os valores de CK no soro se alteram em varias condi¢des clinicas associadas a lesao
muscular aguda ou ao esforco muscular intenso. Os niveis de CK encontram-se altos apds a realizacdo
de atividade fisica, de cirurgias e crises convulsivas, bem como em individuos portadores de doencas
neuromusculares, como miosite e distrofia muscular (KATIRJI, 2001). Embora seja um dos parametros
mais indicados para o diagndstico de lesdes musculares, o nivel sérico da CK pode apresentar
considerdvel variacdo individual. Assim, os valores de CK devem servir apenas como uma anélise

complementar para o diagndstico e acompanhamento da evolugdo das doencas neuromusculares.

Nossos resultados, quanto a determina¢@o da CK nos animais distroficos, estdo de acordo com a
literatura (TONON et al., 2012; DE SENZI MORAES PINTO et al, 2013; FOGAGNOLO

MAURICIO et al, 2012), demonstrando que esses apresentam valores significativamente maiores
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(cerca de 5 vezes) em relagdao ao grupo controle. Diferindo da andlise de azul de Evans, o grupo tratado
com Nifedipina ndo apresentou reducdo nos niveis séricos de CK. Cabe ressaltar que, os niveis
plasmaéticos da CK refletem a quantidade de CK liberada por todos os musculos estriados esqueléticos
e pela musculatura estriada cardiaca. Desta forma, o resultado da andlise histoldgica isolada de cada
musculo pode ndo coincidir com os valores da CK, pois, como ja mencionado anteriormente, os ciclos
de degeneracdo/regeneracdo podem variar de um musculo para outro (PASTORET; SEBILLE , 1995;

RADLEY; GROUNDS, 2006).

Para andlise da regeneracdo muscular, avaliamos o nimero de fibras que apresentavam nicleo
centralizado, o qual € considerado um indicador de regeneracido apds a degeneracdo (McGEACHIE et
al., 1993). Em nossas condi¢des experimentais, nenhum dos tratamentos propostos apresentou reducdo
significativa no nimero de fibras regeneradas. Este € um dado interessante, pois sugere que as drogas
utilizadas apresentaram potencial efeito sobre fibras que ainda ndao haviam sofrido degeneragdo
muscular, demonstrando que estas atuam como drogas de prevengdo. Este resultado esta de acordo com
outros trabalhos que também demonstraram o efeito preventivo dos medicamentos utilizados,
preferencialmente com relacdo a CoQ10 (CONKLIN, 2005; YONEDA et al., 2013; HOHENHAUS et
al., 1994). No que diz respeito a Nifedipina, estudos revelaram sua atuagdo preventiva em edema

pulmonar provocado por alta altitude (HOHENHAUS et al., 1994).

5.3 Resposta Inflamatéria
A resposta inflamatdria do tecido muscular se inicia previamente a morte das fibras musculares.
Ela compreende uma série de eventos que envolvem a integracao do sistema imunoldgico com o tecido

lesado e sua finalidade € o reparo tecidual, para que a regeneracdo possa acontecer (PRISK; HUARD,
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2003). As fibras musculares em degeneracdo liberam vérias substancias, dentre as quais se destacam as
citocinas pré-inflamatodrias, proteases, prostaglandinas, colagenases, fatores quimiotaticos e fatores de
crescimento. As citocinas pré-inflamatérias e os fatores quimiotaticos estimulam o deslocamento de
células inflamatdrias, principalmente neutréfilos e macréfagos, para local da lesao (TIDBALL;
WEHLING-HENRICKS, 2005). Os neutréfilos e macréfagos liberam proteases que degradam os
fragmentos celulares e fagocitam estes fragmentos, auxiliando na remo¢do dos mesmos do local da
lesdo. As proteases liberadas por estas células podem provocar danos ao tecido muscular integro que
circunda a les@o e assim aumentar a drea da lesdo, gerando aumento da resposta inflamatoéria local (para

revisdo ver TIDBALL; WEHLING-HENRICKS, 2005).

Em condi¢des patoldgicas tais como nas miopatias e nas distrofias, além da lesdo provocada
pelo excesso do fon cdlcio no interior das fibras musculares, a resposta inflamatdria excessiva também
pode promover mionecrose. A inibicdo das células inflamatérias pode diminuir a degeneracdo e a
necrose do tecido muscular. Estudos utilizando antiinflamatérios mostram reducdo significativa da
mionecrose em musculos esqueléticos de camundongos mdx (HODGETTS et al., 2006; RADLEY;

GROUNDS, 2006).

Dentre os mecanismos moleculares envolvidos na resposta inflamatéria na DMD e no
camundongo mdx, destaca-se a via de sinalizacdo do fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-«xB),
cuja principal via de atuagdo € a ativagdo de citoquinas pro-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina IL-13 (KUMAR; BORIEK, 2003). Experimentos constataram
aumento da expressio do TNF-o nos musculos de pacientes distréficos e dos camundongos mdx
(GROUNDS et al., 2008). Tem sido proposto que o aumento exacerbado de TNF-a conduz a

degeneracao muscular nas fibras distréficas (HODGETTS et al., 2006; RADLEY; GROUNDS, 2006).
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Considera-se também que o TNF-a ¢ um dos mais importantes indutores de NF-kB, contribuindo para

um feedback positivo (MESSINA et al., 2006).

Em nossos experimentos, verificamos aumento da expressdo do TNF-a nas fibras musculares
distréficas, o que estd de acordo com outros trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa e também
de outros pesquisadores (DE SENZI MORAES PINTO et al., 2013; TONON et al., 2012; GROUNDS
et al., 2008). Em relacdo aos tratamentos propostos, a CoQ10 reduziu a expressio do TNF-a nos
musculos TA e STN, porém a Nifedipina apresentou os melhores resultados, apresentando valores
semelhantes ao controle. Colaborando com nossos resultados, animais experimentais distréficos por
deficiéncia em disferlina apresentaram significativa reducdo no processo inflamatério e atenuagdo do
processo de degeneragdo muscular apds tratamento com CoQ10 (POTGIETER et al., 2011) e estudos
constataram acdo anti-inflamatéria da Nifedipina, além de sua fung¢do como bloqueador de célcio

(TAKASE et al., 2005; SARADA et al., 2012).

Com excec¢do do muisculo TA, nos demais misculos (DIA e STN) a expressao do NF-«xB foi
similar a0 do TNF-a nas fibras musculares distréficas, demonstrando um feedback positivo entre eles
como ja descrito anteriormente (MESSINA et al., 2006). Somente no misculo DIA houve reducdo da
expressdo do NF-«kB apods os tratamentos, enquanto que no misculo STN, a Nifedipina ndo teve efeito.
Colaborando com nossos achados, Matsumori, Nunokawa e Sasayama (2000) observaram inibi¢do da
ativacdo do NF-xB apos tratamento com Nifedipina, enquanto outros pesquisadores verificaram o
inverso, demonstraram uma ativacdo deste fator por bloqueadores de calcio (EICKELBERG et al.,
1999). Em adicdo, Carre-Pierrat e colaboradores (2011) também verificaram efeitos diferentes da
Nifedipina dependendo do musculo analisado. Constataram efeito benéfico (redu¢do no numero de
fibras com nucleo central) da administracio de Nifedipina no musculo DIA, porém o mesmo

tratamento apresentou efeito deletério no muisculo EDL (extensor longo dos dedos), aumentando o
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nimero de fibras com nucleo centralizado (CARRE-PIERRAT et al., 2011). Com relacdo a CoQ10,
recentemente Tsai e colaboradores (2012) também observaram inibi¢do do NF-xB apods tratamento com

este antioxidante.

Outro parametro utilizado para a observacdo da resposta inflamatdria distréfica foi a andlise
morfométrica das dreas de inflamacdo. A maioria dos tratamentos apresentou efeito benéfico,
reduzindo esta drea, embora somente no musculo DIA a redugdo tenha sido significativa. Este dado
assemelha-se aos descritos anteriormente, onde se destaca a diferenca de respostas dos musculos

analisados.

5.4 Antioxidante

Em experimentos com camundongos mdx, observou-se peroxidacdo lipidica da membrana
causada pelo aumento da produ¢do de EROs no periodo que antecede o inicio da degeneracdo das
fibras musculares (DISATNIK et al., 1998). O processo de peroxidacdo lipidica causa a destrui¢do de
lipideos presentes na membrana celular, resultando na formagdo de perdxidos lipidicos e aldeidos,
como malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE; ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990).
Muitos biomarcadores vém sendo utilizados para avaliar o estresse oxidativo, dentre eles o MDA
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990), dienos conjugados (DORMANDY; WICKENS, 1987), gases
etano e pentano (FRANK; BAKER, 1980), isoprostanos (MORROW et al., 1995), 4-HNE
(ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991), modificacdes de proteinas (LEVINE; WETZEL,
1994) e modificagdes no DNA (MARNETT, 1999). O 4-HNE € um dos maiores produtos finais da
peroxidacdo lipidica e tem sido largamente aceito como um indutor de estresse oxidativo, estando

envolvido na patogénese de varias doencgas degenerativas como a doenga de Alzheimer, aterosclerose e
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cancer (UCHIDA, 2003; ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991). Em nossos experimentos,
utilizamos a marcag¢do com o 4-HNE para analisar a peroxidacdo lipidica decorrente da degeneracdo do

musculo distréfico.

Com relacdo ao efeito antioxidante das drogas utilizadas, verificamos reducdo (embora nao
significativa) da expressio do 4-HNE apds os tratamentos no misculo DIA. Especificamente com
relacio a Coenzima Q10, estudos recentes relataram que esta reduziu efetivamente as EROs
intracelulares induzidas pela luz UV em células epiteliais do cristalino humano (KERNT et al., 2010) e
em modelo de células neuronais e estressse oxidativo (SOMAYAJULU et al., 2005), demonstrando sua
capacidade antioxidante. Em relacdo a DMD, estudos com pacientes distroficos demonstraram que a
administracdo de CoQ10 promoveu melhora na func¢do cardiaca, redu¢do dos sintomas gerados pela
DMD e restauracao da capacidade fisica (FOLKERS et al., 1985, FOLKERS; SIMONSEN, 1995). Em
acordo com este trabalho, experimentos com bidpsias de musculos de pacientes distréficos verificaram
reducdo na concentragdo da CoQ10, sugerindo que um tratamento com reposi¢ao dessa coenzima possa
apresentar potencial efeito sobre a DMD (MILES et al., 2005). Com relacdo ao outro tratamento
utilizado em nossos experimentos, a Nifedipina, estudos constataram reducdo do estresse oxidativo e

aumento da atividade antioxidante apds sua administracao (YAMATO et al., 2011).

5.5 Calcio

Como ja descrito na introducdo, trabalhos relatam aumento na concentracdo do Ca2+ em fibras
musculares distréficas (TURNER et al., 1991; MALLOUK; JACQUEMOND; ALLARD, et al., 2000;
ROBERT et al.,, 2001). Em acordo com esses estudos, observamos alteragdo da concentracio de calcio

nos musculos distréficos em relagdo aos musculos controle.
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Paralelamente, verificamos que tanto a nifedipina quanto a Coenzima Q10 teve efeito benéfico
sobre os musculos distréficos, no que diz respeito a reducio do cdlcio total. Este resultado € sustentado
por outros trabalhos que verificaram redug¢do do cdlcio intracelular em animais distroficos apds
tratamento com Nifedipina (FRAYSSE et al., 2004; MULE et al., 2001, MULE; SERIO, 2001) e
diminui¢cdo deste ion em coértex cerebral de ratos tratados com CoQ10 (CHANG; HUANG; WANG,

2012).

5.6 Qual o melhor tratamento?

A DMD ¢€ caracterizada por ciclos de degeneracdo e regeneracdo muscular, conduzindo a uma
perda da for¢a e fun¢do muscular (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994) Os efeitos positivos
das drogas utilizadas em nossos experimentos podem estar relacionados a suas acdes direta ou indireta

sobre o processo de regeneracao muscular, inflamagao e/ou manutencao do calcio.

Algumas importantes consideragdes foram obtidas com o presente estudo. Primeiramente, que
os dois medicamentos utilizados, a CoQ10 e a Nifedipina, apresentam efeitos positivos e negativos.
Segundo, que a associacdo desses dois medicamentos ndo apresenta resultados mais efetivos do que

quando administrados separadamente.

Se considerarmos a Nifedipina, embora intimeros estudos tenham sido realizados para investigar
os efeitos dos bloqueadores de cdlcio no tratamento da DMD, os resultados ainda divergem (para
revisdo ver PHILLIPS; QUINLIVAN, 2008). Em nossas condi¢cOes experimentais observamos que a
Nifedipina apresentou efeitos benéficos sobre as fibras musculares distroficas. Sugerimos que o
principal mecanismo pelo qual a Nifedipina apresentou este resultado, seja através de sua acdo

bloqueadora sobre os canais de calcio do tipo-L. Uma vez que, recentes estudos indicam que no
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musculo esquelético o canal de calcio tipo-L € a principal entrada de cdlcio (BANNISTER; PESSAH;
BEAM, 2009). Além disso, outro possivel mecanismo da Nifedipina € seu efeito sobre o NF-«kB.
Quando ndo estimulado, o fator NF-kB, encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitéria
(IxB), a qual impede sua translocag¢do para o nicleo. Assim, a fosforilagdo e a degradagdo da IkB sdo
necessdrias para que ocorra a translocagdo (GLEZER et al., 2003). Segundo Sarada e colaboradores

(2012) a Nifedipina tem efeito anti-inflamatério por inibir a degradacao da IkB.

Com relacdo a CoQ10, esta também apresentou potencial efeito sobre as fibras distréficas,
preferencialmente no processo inflamatério. A acdo anti-inflamatéria da Coql0 também ja foi
observada em outros estudos (SCHEMELZER et al., 2008; TSAI et al., 2012). Sugere-se que seu
mecanismo anti-inflamatério deve-se a sua habilidade de inibir a ativagdo do NF-kB por reduzir o nivel
de EROs (SCHEMELZER et al., 2008). Recentemente, Tsai e colaboradores (2012) demonstraram
outra via de atuagdo da CoQ10 na resposta inflamatdria, ao sugerir que a CoQ10 modula a sinalizacao
do oOxido nitrico (NO). O NO inibe a clivagem da IxkB e ativagdo do NF-xB (MARSHALL;
MERCHANT; STAMLER, 2000). No entanto, ¢ importante destacar que a relagdo entre o NO e a
inflamagdo é complexa, uma vez que, o NO € citotoxico em altas concentragdes e protetor em baixo

nivel.

No que diz respeito a associagdo dos dois medicamentos, alguns autores sugerem que pode
haver interacdes farmacocinéticas entre eles e que o efeito da Nifedipina poderia ser reforcado pela
administracdo de CoQ10 (HODGSON et al, 2002; ROSENFELDT et al., 2003). Segundo Nishimura e
colaboradores (2010), a concentracdo de Nifedipina foi maior no plasma de ratos tratados com
Nifedipina e CoQ10 quando comparada ao controle. No entanto, em nossas condi¢Oes experimentais a

associacdo ndao demonstrou maior efeito das drogas sobre as fibras musculares distroficas.



54

Possivelmente, a dosagem dos farmacos utilizada em nossos experimentos contribuiu efetivamente com

este resultado.

Diante do exposto, acreditamos que sdo necessdrios estudos futuros para se verificar qual é a
dosagem e o tempo de tratamento adequados para se obter o melhor efeito destas drogas administradas

isoladamente ou em conjunto.
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6. CONCLUSAO
O tratamento precoce com Nifedipina e/ou Coql0 atenua os efeitos delérios (mionecrose,
inflamacdo e estresse oxidativo) nos musculos distréficos de camundongos mdx, sugerindo que esses

farmacos possam ser potencialmente uteis para o tratamento farmacolégico da distrofinopatias.
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dada ao trabalho. Se a autorizagdo né&o tiver sido dada diretamente ao trabalho de fese
ou dissertagdo, devera ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagdo apresentado.
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Aluno:/Rafael Ramos de Burgos
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Orientadora: Elaine Minatel
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Carimbo e assinatura Profaﬂ,Dra. AN'\\\Y MARIA APARECIDA GUARALDO
Presidente da CEUA/UNICAMP
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