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RESUMO

A peroxidagdo lipidica causada pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) no
periodo que antecede o inicio da degeneracdo muscular no camundongo mdx, sugere que o
estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos primarios da degeneracdo muscular
distrofica, ao invés de ser um efeito secundario deste processo. No presente trabalho
verificamos se o tratamento com d4cido ascorbico antes que se iniciem os ciclos de
degeneragdo/regeneracdo diminui a degeneracdo muscular em camundongos mdx.
Camundongos mdx com 14 dias de vida pos-natal receberam por gavagem doses didrias de
0,1mg/kg de Acido Ascorbico diluido em agua por 7 (grupo mdx T7) e 14 dias (grupo mdx
T14) e/ou dose de 200mg/kg por 14 dias (grupo mdx T14AA). Animais mdx controle
receberam solucdo salina. Apos este periodo, os musculos tibial anterior (TA),
esternomastoide (STN) e diafragma (DIA) foram retirados. Na andlise histoldgica, o acido
ascorbico diminuiu a degeneragdo muscular nos musculos TA do grupo mdx T7 e no DIA do
grupo mdx T14AA (P<0,05, Student’s t Test) quando comparados ao controle. Nao houve
diferenga significativa nos niveis séricos de creatina quinase entre os grupos analisados
(P>0,05, Student’s t Test). Aumento significativo no contetido de TNF-a, pela técnica de
Western Blotting, foi observado nos musculos dos camundongos mdx tratados com acido
ascorbico. Os resultados indicam que o tratamento precoce de camundongos mdx com o 4cido
ascorbico diminuiu significativamente a mionecrose nos musculos tibial anterior e diafragma.
O presente trabalho também sugere que o aumento do TNF-o ndo estd necessariamente

correlacionado ao aumento da mionecrose.
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ABSTRACT

Increased production of reactive oxygen species (ROS) can cause lipid peroxidation in the
period preceding muscle necrosis in the mdx mice. This suggests that ROS may be involved as a
primary, rather than secondary, cause of degeneration. In the present study, we verified whether
ascorbic acid treatment before the cycles of muscle degeneration-regeneration decreases
muscular degeneration in mdx mice. Mdx mice at 14 days of age received 0.1mg/kg of acid
ascorbic daily in the water for 7 (group mdx T7) or 14 days (group mdx T14) and/or 200mg/kg
for 14 days (group mdx T14AA). Control mdx mice received saline. After this period the tibialis
anterior (TA), sternomastoid (STN) and diaphragm (DIA) muscles were removed. Hislogical
analysis showed that ascorbic acid significantly decreased muscle degeneration in the TA of mdx
T7 group and in the DIA of mdx TI14AA group (P<0,05, Student’s t Test) compared to control.
There were no changes in serum CK activity in the ascorbic acid-treated mice compared to
control (P>0,05, Student’s t Test). Immunoblots showed a significant increase in the content of
TNF-a in the muscles of the treated mdx mice. The present results indicate that ascorbic acid
treatment before the cycles of muscle fiber degeneration-regeneration significantly decreases
myonecrosis in TA and DIA dystrophic muscles. The present findings also sugest that increase

TNF-a not necessarily correlates with increased myonecrosis.



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 manifestacdio ¢ a fraqueza muscular progressiva
(SCHMALBRUCH, 1982). A disfuncao genética mais comum encontrada em criangas ¢ a
distrofia muscular de Duchenne (DMD). A DMD ¢ uma doenca recessiva ligada ao
cromossomo X (locus Xp21), que acomete uma em cada 3500 criangas do sexo masculino
nascidas vivas (BIGGAR et al, 2002). A doenga afeta primariamente musculos esqueléticos ¢
cardiacos e os primeiros sinais da doenga aparecem em torno de 2 a 3 anos de idade, evoluindo
com perda progressiva da musculatura, aumento do tecido conjuntivo fibroso intersticial e
substitui¢do das fibras musculares por tecido adiposo (SEIXAS et al, 1997). A maioria das
criangas perde a capacidade de deambular no inicio da segunda década de vida, culminando
com a insuficiéncia cardio-respiratoria entre 20 e 30 anos (BIGGAR et al, 2002).

Embora tenham se passado 150 anos desde a descoberta da doenga, ela permanece
incuravel. Entretanto, os avangos da medicina e das técnicas de reabilitacao fornecem suporte
para os problemas secundarios, como fraqueza muscular e insuficiéncia respiratoria,
melhorando a qualidade de vida e prolongando a sobrevivéncia destes pacientes
(BOGDANOVICH et al, 2004).

A falta da distrofina ainda ¢ considerada como o principal fator responsavel pela
patofisiologia da doenga. Além disso, estudos indicam que o estresse oxidativo também pode
estar envolvido na fisiopatologia das distrofias musculares. Dentre estes podemos destacar os
que enfocam que as células musculares distroficas sdo mais susceptiveis as espécies reativas

de oxigénio (EROs) (RANDO et al, 1998; DISATNIK et al, 1998); os que relatam que os



radicais livres contribuem para a perda da integridade da membrana plasmatica nas distrofias
musculares (MURPHY e KEHRER, 1989) e os que identificaram marcadores de estresse
oxidativo em musculos de pacientes com DMD e de camundongos mdx (RAGUSA et al,
1997, RODRIGUEZ ¢ TARNOPOLSKY, 2003). Além disso, outros experimentos também
mostraram a reducao da concentracdo de antioxidantes enddgenos (glutationa e vitamina E) e
alteragdes na atividade de enzimas antioxidantes nas fibras musculares distréficas (RAGUSA
etal, 1997, MURPHY e KEHRER, 1989).

As evidéncias sugerem que as EROs podem estar envolvidas no processo distréfico
promovendo o aumento da peroxidagdo lipidica na membrana muscular e acionando uma
cascata inflamatoria que conduz a ativagdo do fator NF-kB e subseqiiente liberagao de
mediadores inflamatérios. Segundo Messina e colaboradores (2006), a interrup¢do desta
cascata pode ter um efeito terapéutico potencial. Desta forma, levantamos a hipdtese de que o
tratamento dos animais mdx com acido ascorbico (antioxidante) antes que se iniciem os ciclos
de degeneracao/regeneracao poderia proteger os musculos distréficos da necrose por diminuir
a producdo das EROs e conseqiientemente a liberagdo de moléculas pré-inflamatorias (como
por exemplo o TNF-a).

O 4cido ascorbico ¢ um antioxidante ndo enzimatico, e ¢ conhecido por ser um potente
inibidor da peroxidagdo lipidica (POWERS et al, 2004). De acordo com Yousef e
colaboradores (2007) a suplementacdo oral com acido ascorbico inativa radicais livres,

protegendo os animais de danos celulares.



1.2. Patofisiologia da Distrofia Muscular de Duchenne

A anormalidade genética da DMD estd presente no braco curto do cromossomo X
(locus Xp21.1) cujo produto normal ¢ uma proteina denominada distrofina (HOFFMAN,
1996).

A distrofina ¢ uma proteina encontrada na face citoplasmatica do sarcolema, com
massa molecular relativa de 427 KDa que possui 3685 aminoacidos, que mantém os
filamentos de actina e miosina, participantes do processo de contragdo-relaxamento, ligadas a
um complexo de glicoproteinas do sarcolema. Este complexo de proteinas, junto com a
distrofina, forma o complexo distrofina-glicoproteina (CDG, Figura 1), expresso em alta
concentragdo no musculo esquelético estriado (RANDO, 2001; SUNADA ¢ CAMPBELL,
1995).

A distrofina encontra-se estruturalmente dividida em quatro dominios: o primeiro
corresponde a extremidade amino-terminal da proteina e estd relacionada a a-actina; o
segundo e maior dominio corresponde a um segmento em forma de bastdo e encontra-se
ligado a espectrina; o terceiro ¢ um dominio rico em cisteina e estd ligado a ancarina; e o
quarto dominio corresponde a extremidade carboxi-terminal da distrofina. Este ultimo
encontra-se ligado a um complexo de proteinas extracelulares, tais como: a2-laminina e a-
distroglicana (ENGEL et al, 1994; ERVASTI, 2007).

Outras proteinas, além da distrofina, fazem parte deste complexo:

- distroglicanas (a e B): a a-distroglicana encontra-se no espago extracelular, onde se
liga a laminina-2 da lamina basal e a B-distroglicana, que é uma proteina transmembrana. A [3-

distroglicana serve de ligagdo entre a a-distroglicana e a distrofina (WATCHKO et al, 2002);



- sarcoglicanas: ¢ composto por quatro subunidades de proteinas submembranas (a, J3,
v € d), que se ligam entre si e funcionam como uma proteina tunica. As sarcoglicanas se ligam
a B-distroglicana (OZAWA et al, 2005);

- sarcospan: ¢ uma proteina transmembrana;

- distrobrevina (a): ¢ uma proteina intracelular que se liga a distrofina por meio do
terminal C (DURBEEJ e CAMPBELL, 2002);

- sintrofinas: sdo proteinas intracelulares, que nas células musculares existem sob a
forma das subunidades o 1 ¢ B 1. Ambas se ligam diretamente ao terminal C da distrofina

(STRAUB e CAMPBELL, 1997; JONES et al, 2003).



‘/, Laminina 2

Zomplexo Distroglicano .
P 9 Complexo Sarcoglicano
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Figura 1: Organizagdo molecular do complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema, incluindo os componentes
integrais do complexo (distrofina, complexo distroglicano, complexo sarcoglicano, a-distrobrevina, sintrofinas e
sarcospan), a ligacdo com a matriz extracelular (laminina 2), partes de ligacdo intracelular (F-actina, sincoilin e
filamin 2) e moléculas de sinalizagdo ligadas ao complexo (calmodulina, Grb2 e NOS). Adaptado de Rando,

Muscle & Nerve, 24, p.1575-1594, 2001.

A falta de distrofina e de componentes do CDG interrompe a ligagdo entre a matriz
extracelular e o citoesqueleto da fibra muscular, promovendo a instabilidade do sarcolema
durante a contragdo muscular. Dessa forma, ocorre influxo exacerbado de ions calcio,

hipercontracdo miofibrilar, ativagdo de proteases enddgenas e necrose da fibra muscular



(BIGGAR et al, 2002; BOGDANOVICH et al, 2004). Inicia-se entdo um processo de
regeneragdo muscular através da ativacdo de células satélites com posterior formacao 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 funcao observada nesses pacientes (GROUNDS et al, 2005).

Outros mecanismos que poderiam contribuir para a mionecrose sdo: (1) o
funcionamento dos canais de calcio da fibra muscular distrofica. Foi sugerido que os
mecanismos controladores da concentragdo de calcio estariam prejudicados devido a auséncia
da distrofina, resultando no influxo e acimulo intracelular de grandes quantidades de ions
calcio (VANDEBROUCK et al, 2005). Isso colaboraria para a ruptura do sarcolema, para a
hipercontracdo da miofibrila e para a ativacdo de proteases endogenas dependentes do calcio,
resultando na necrose da fibra muscular (STRAUB et al, 1997). (2) Sinalizagdo celular
alterada (RANDO, 2001), e (3) participagao de fatores inflamatorios liberados por neutrofilos,
macrofagos e citocinas, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a) (para revisdo ver

WHITEHEAD, 2006).

Além desses mecanismos, estudos suportam fortemente a importincia do estresse
oxidativo nas distrofinopatias. Ha evidéncias de que o processo degenerativo nos musculos

distréficos pode ser devido ao estresse oxidativo.

O actmulo intracelular de ions célcio conduz a uma captacdo anormal deste pela
mitocOndria, resultando em uma produgdo elevada de EROs (BROOKES et al, 2004). Outra
possibilidade de mecanismo de formagdo 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 presenga de subunidades
de NADPH-oxidase no musculo estriado esquelético junto ao sarcolema (JAVESGHANI et al,
2002). Whitehead e colaboradores (2006) sugeriram que este complexo enzimatico pode ser
regulado pela distrofina ou por outras proteinas do CDG. Desta forma, sua fungdo pode estar

alterada nos musculos distroficos, levando a uma maior producao de EROs (Figura 2).

Ca?+ Cazs Cai+
o Extracelular
Te
3
=
Intracelular

EROs |4— ——| Ca2+ —,.

Mitccondria

radagio
=i | e

Proteinas

L

NO

& | Céulas Inflamatdrias

Figura 2: Esquema mostrando as possiveis vias de degenerag@o na fibra muscular distrofica, pelo aumento de
espécies reativas ao oxigénio (EROs) e de célcio intracelular; SAC (canal de célcio ativado por alongamento);
Leak (canal de calcio do tipo L); NF-kB (fator de transcri¢ao nuclear); TNF-a (fator de necrose tumoral alfa); NO

(6xido nitrico). Adaptado de Whitehead, Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, 33, p.657-

662, 2006.



1.3. Camundongo mdx

O conhecimento dos fenomenos biologicos envolvidos na DMD teve um grande
avango com o aparecimento de uma linhagem de camundongos, a linhagem mdx (X
chromosome-linked muscular dystrophy; BULFIELD et al, 1984).

Estudos genéticos demonstraram que nos camundongos mdx o gene afetado ¢
homologo ao dos pacientes com DMD. O mutante mdx foi inicialmente identificado na colonia
de camundongos C57BL10/ScSn, apresentando niveis elevados das enzimas musculares
piruvatoquinase e creatinoquinase (LEFAUCHEUR et al, 1995). Tal como os humanos com
DMD, os camundongos mdx apresentam deficiéncia na produgdo de distrofina nas suas fibras
musculares, reproduzindo assim, as caracteristicas das fibras musculares dos pacientes
portadores de DMD (BULFIELD et al, 1984). Face a isto, os camundongos distréficos sao
extensivamente utilizados como modelo experimental para investigacao de diversos aspectos
da DMD. Assim sendo, muito do que se sabe hoje sobre a fisiopatologia da doenca deve-se
aos estudos realizados com esses animais (STENINA et al, 2004; DECONINCK ¢ DAN,
2007).

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

sucessivamente apos necrose (CULLEN e JAROS, 1988).
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Nos musculos de camundongos mdx os ciclos de degeneragao/regeneragao se iniciam
efetivamente por volta dos 20 dias de idade. Estudos mostraram que no sétimo dia pos-
nascimento os camundongos apresentam cerca de 0,62% das fibras musculares regeneradas.
No décimo quarto e vigésimo primeiro dias, 2,2% e 5%, respectivamente, periodo
caracterizado como estado pré-necrético (MINATEL et al, 2003; PORTER et al, 2003). No
periodo entre 21 e 28 dias de vida pds-natal, observa-se extensa area de necrose no musculo
tibial anterior destes animais (SHAVLAKADZE et al, 2004). A intensa necrose miofibrilar,
observada neste periodo, providencia um excelente modelo para o estudo de intervengdes
terapéuticas designadas para prevenir ou reduzir a necrose, uma vez que a redugdo da miopatia
¢ facilmente identificada (RADLEY ¢ GROUNDS, 2006). Entre 35 ¢ 90 dias a necrose atinge
seu apice, comprometendo um grande numero de fibras. Neste periodo encontram-se mais de
50% das fibras do musculo em regeneracdao, com didmetro variavel e centronucleagdo. Com
cerca de 120 dias de idade, praticamente todas as fibras do musculo encontram-se regeneradas
(TANABE et al, 1986).

Sabe-se também que as EROs possivelmente sdo mediadoras da lesdo do musculo
distréfico (WHITEHEAD, 2006). A hipotese de que as EROs estejam envolvidas na
fisiopatologia das distrofias musculares foi inicialmente baseada nas similaridades entre as
mudangas patologicas que ocorrem na DMD e mudangas que ocorrem no musculo sob
diferentes condigcdes de estresse oxidativo, como isquemia, exercicio fisico intenso e
deficiéncia de vitamina E (MURPHY e KEHRER, 1989; IRINTCHEV e WERNIG, 1987;
MENDELL et al, 1971). Foram observadas alteragdes bioquimicas no musculo distrofico que
sdo caracteristicas de lesdo oxidativa (RAGUSA et al, 1997, HAYCOCK et al, 1996;
HAUSER et al, 1995; MURPHY ¢ KEHRER, 1989). O aumento do estresse oxidativo na

DMD ¢ indicado: pelo aumento da excrecdo do 8-hidroxy-2’-deoxyguanosine, indicativo de
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lesdo oxidativa no DNA (RODRIGUEZ e TARNOPOLSKY, 2003); por alteracdes nas
proteinas (NIEBROJ-DOBOSZ et al, 2002), indugao de enzimas antioxidantes (MECHLER et
al, 1984) e acimulo de lipofuscina no musculo distréfico (NAKAE et al, 2004). Outro ponto a
ser destacado ¢ que as células distroficas sdo especificamente mais sensiveis a lesdo por
estresse oxidativo do que células musculares normais (RANDO et al, 1998). Além disso,
evidéncias indicam uma associagdo entre 0 CDG e a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS)
(BRENMAN et al, 1996; CHANG et al, 1996; BRENMAN et al, 1995), enzima envolvida no
metabolismo do radical livre NO'.

Além disso, outro fator importante é que se observou que o aumento da producao das
EROs, no periodo que antecede a qualquer necrose no camundongo mdx, promove
peroxidagdo lipidica da membrana (DISATNIK et al, 1998). Desta forma, sugere que o
estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos primarios da degeneracdo muscular distréfica,
ao invés de ser um efeito secundario deste processo. Esta hipotese é suportada por dois estudos
in vivo, os quais demonstram reduc¢do da degeneracdo muscular em mdx tratados com
antioxidante derivado do ché verde (BUETLER et al, 2002) ou submetidos a uma dieta pobre
em ferro, a qual reduz a produgao de radicais hidroxila (BORNMAM et al, 1998).

As EROs podem causar lesdo muscular através de efeitos diretos nas proteinas e na
membrana da fibra muscular (peroxidacao lipidica), como através da ativagdo de moléculas
pro-inflamatorias (WHITEHEAD et al, 2006).

Tradicionalmente, considera-se que os oxidantes exercam seu efeito via agdo toxica
direta sobre as células alvo. Contudo, estudos recentes tém sugerido sua contribuicdo na
inducdo de genes. As EROs tém sido relacionadas a ativacdao do fator de transcri¢do nuclear
NF-kB nos camundongos mdx, uma vez que a ativacao deste fator pode ser prevenida pelo

antioxidante N-acetilcisteina (KUMAR e BORIEK, 2003). Sustentando ainda a ativagdo do
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fator NF-kB por EROs, experimentos constataram o aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatoérias reguladas por este fator de transcricdo, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina IL-1, nos musculos de camundongos mdx antes do periodo necrotico
(KUMAR e BORIEK, 2003). Sugere-se que o aumento anormal de TNF-o promove fraqueza
muscular também em outras doencas (ZHAO e ZENG, 1997, NAKASHIMA et al, 1998).
Considera-se também que o TNF-o ¢ um dos mais importantes indutores de NF-kB,
contribuindo para um feedback positivo (MESSINA et al, 2006).

As evidéncias sugerem que as EROs podem estar envolvidas no processo distrofico,
acionando uma cascata inflamatéria que conduz a ativagdo do fator NF-kB e subseqiiente
liberagdo de mediadores inflamatorios. Segundo Messina e colaboradores (2006), a

interrupgao desta cascata pode ter um potencial efeito terapéutico.

1.4. Espécies reativas de oxigénio (EROs)

In vivo, o oxigénio ¢ reduzido a agua, via quatro elétrons, na cadeia respiratoria.
Porém, o oxigénio pode sofrer uma redugd@o parcial com formacdo de produtos intermediarios
altamente reativos, sendo sua toxicidade decorrente da formacdo de seus derivados
parcialmente reduzidos (anion superoxido, perdxido de hidrogénio, radical hidroxila),
denominados espécies reativas de oxigénio (EROs; FRIDOVICH, 1998).

Na maioria das células que utilizam o oxigénio, este ¢ reduzido pela citocromo C
oxidase e oxidase que, em virtude de seus dois grupamentos heme e dois grupos prostéticos
Cu(II), controla a reducdo do oxigénio a agua, via quatro elétrons, evitando a formacao de tais

produtos intermedidrios. No entanto, existem nas células, outras enzimas capazes de reduzir o
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oxigénio a peroxido de hidrogénio (H,0O,), assim como processos enzimaticos € espontaneos
que produzem anion radical superdxido (O, ; FRIDOVICH, 1998).

As EROs podem ser classificadas em dois grupos: radicais e nao radicais. O grupo
radical € caracterizado por conter um numero impar de elétrons em sua ultima camada
eletronica, e este grupo contém os seguintes componentes: o Oxido nitrico (NO), anion
superoxido (Oy), hidroxila (OH), peroxila (OOH) e alkoxil (RO); o grupo ndo radical,
embora sejam extremamente reativos, sdo estdveis, pois apresentam um numero par de
elétrons em sua ultima camada eletronica, este grupo contém uma grande variedade de
substancias e alguns desses componentes sdo produzidos em altas concentragdes nas células
tais como o acido hipoclorito (HCIO), peroxido de hidrogénio (H,O,), peréxido organico
(ROOH), aldehydes (HCOR), oz6nio (O3), peroxido nitrito (ONOO) e oxigénio singlet ('O5)
(KOHEN e NYSKA, 2002).

A produgdo de EROs, entre outras espécies reativas, ¢ parte integrante do metabolismo
humano e é observada em diversas condigdes fisiologicas, tendo importante funcdo bioldgica.
Por outro lado, quando sua producdo ¢ exacerbada, o organismo dispde de um eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio (VASCONCELOS et
al, 2007). O sistema antioxidante é composto por enzimas ¢ substincias protetoras nao
enzimaticas (ZWART et al, 1999). Alguns atuam reduzindo a velocidade de iniciacdo dos
processos radicalares, suprimindo a geragdo de radicais livres, ou eliminando-os. Algumas
enzimas, tais como a glutationa peroxidase e catalase, decompdem hidroperdxidos lipidicos e
o perdxido de hidrogénio sem gerar radicais livres. Proteinas transportadoras de ions ferro e
cobre, como a transferrina e a ceruloplasmina, atuam impedindo que estes metais catalisem

reacOes oxidativas, ja os carotendides e a enzima superoxido dismutase atuam suprimindo o
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oxigénio singlet e catalisando a dismutacdo do anion radical superdxido, respectivamente
(FRIDOVICH, 1998; FANG et al, 2002).

Os antioxidantes seqiiestradores captam os radicais rapidamente, inibindo a iniciagao
da cadeia radicalar e/ou interrompendo a propagacdao da mesma, doando um atomo de
hidrogénio para formar um composto estdvel e um radical derivado do antioxidante. Esses
antioxidantes podem ser hidrossoluveis ou lipossoluveis. Os compostos tais como ascorbato,
urato, bilirrubina, albumina e componentes contendo grupamento tiol agem como
antioxidantes hidrossoluveis, sendo capazes de seqiiestrar radicais livres somente no meio
aquoso, ndo podendo seqiiestrar radicais lipofilicos localizados nas membranas celulares. Ja o
alfa-tocoferol ¢ conhecido como um importante seqiiestrador de radicais lipossoluveis,
protegendo as membranas celulares contra radicais lipofilicos (HALLIWELL, 1994).

Os componentes do sistema de reparo sdo enzimas capazes de destruir proteinas
danificadas por radicais livres, remover acidos graxos oxidados presentes nas membranas ¢
reparar lesdes no DNA induzidas por radicais livres (HALLIWELL, 1994; SLUPPHAUG et
al, 2003).

Estes antioxidantes agem cooperativamente protegendo os sistemas bioldgicos contra
os efeitos deletérios das EROs. No entanto, em condi¢des de exaustdo, é criado um estado de
estresse oxidativo, levando a danos nestes sistemas. Sendo assim, muitos trabalhos visam a
obtencdo de compostos com atividade antioxidante, com o objetivo de minimizar os efeitos
deletérios destas espécies (HALLIWELL, 1994; FREDSTROM, 2002).

Em situacdo de estresse oxidativo, ha um desequilibrio entre os sistemas antioxidantes
e os pro-oxidantes, com a predominancia destes ultimos. Os mecanismos de defesa do

organismo nesta situagdo podem nao ser suficiente para conter tais espécies, havendo a
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necessidade de intervencdo terapéutica a fim de se evitar a lesdo oxidativa de moléculas
biologicamente importantes (FANG et al, 2002; FREDSTROM, 2002).

Dentre os efeitos deletérios atribuidos a formag¢ao de EROs podemos destacar:
inativacdo de enzimas, peroxidacdo de lipides da membrana celular, mutagdes no DNA

mitocondrial e nuclear e modificagdo de proteinas (McCORD, 2000).

1.5. Acido ascérbico (Vitamina C)

O 4cido ascorbico (AA, Figura 3A) é essencial ao homem, pois ndo pode ser
sintetizado a partir da glicose que ¢ seu precursor, como ocorre em plantas e na maioria dos
animais. Em sistemas bioldgicos, em pH fisiologico (7,4), 99,95% da vitamina C (AsCH,),
encontra-se na forma de ascorbato (AscH’) (Figura 3B), que é a forma que atua como
antioxidante, ao doar um H' ou [H™ + €] para um radical. Em ambiente biolégico aquoso o
ascorbato (AscH") forma o anion radical desidroascorbico (Figura 3C), pouco reativo, atuando
como antioxidante sobre a EROs, e eficientemente sobre o anion radical superdxido (O;), o
peroxido de hidrogénio (H,0,), o hipoclorito (HCIO) ¢ os radicais hidroxila (OH) e peroxila

(OOH) (VASCONCELOS et al, 2007).
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Figura 3: Formulas do 4cido ascérbico (STRYER, 1996).

O 4cido ascorbico ¢ um antioxidante ndo enzimatico, e ¢ conhecido por ser um potente
inibidor da peroxidag¢ao lipidica (POWERS et al, 2004). A peroxidagdo lipidica ¢ uma reagdo
em cadeia, representada pelas etapas de iniciagdo, propagacdo e termina¢do. A reacdo inicia-se
com o seqiiestro do hidrogénio do 4cido graxo polinsaturado (LH) da membrana celular. Tal
seqiiestro normalmente, ¢ realizado pelo radical hidroxila (OH), com conseqiiente formagao
do radical lipidico (L). Na propagagdo, o L reage rapidamente com o O,, resultando em
radical peroxila (LOO), que, por sua vez, seqiiestra novo hidrogénio do acido graxo
polinsaturado, formando novamente o L. O término da lipoperoxidagdo ocorre quando os
radicais (L' ¢ LOO)) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem-se a si

proprios, acarretando alteracdes na estrutura e na permeabilidade da membrana celular
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(FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997). De acordo com Yousef e colaboradores (2007) a
suplementagdo oral com acido ascorbico inativa radicais livres, protegendo os animais de
danos celulares. Além de sua fun¢do antioxidante, o adcido ascorbico também esta envolvido
na ativacao de outros antioxidantes como a vitamina E (CARR e FREI, 1999) e no aumento da

atividade da enzima antioxidante superéxido desmutase (LU et al, 2007).
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2. OBJETIVO
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O objetivo do presente estudo foi verificar se o tratamento precoce com o antioxidante
acido ascorbico, antes que se iniciem os ciclos de degeneracdo/regeneragdo, diminui a

degeneracao muscular em camundongos mdx.
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3. MATERIAIS E METODOS



21

3.1. Animais

Foram utilizados 50 camundongos da linhagem mdx, de ambos os sexos, com 14 dias
de vida pos-natal, obtidos de casais mantidos no biotério do Departamento de Anatomia do
Instituto de Biologia. As matrizes sao oriundas do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biologica (CEMIB) da UNICAMP. Apds o nascimento, os filhotes permaneceram com a
fémea até o 25° dia de vida pds-natal sendo posteriormente separados. Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos em caixas plasticas com 12 horas de ciclo
claro/escuro, ragao e agua ad libitum.

Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios éticos
na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), ¢ aprovados pela Comissio de FEtica na Experimentagdo Animal (CEEA-

IB/UNICAMP).

3.2. Grupos experimentais e tratamento com acido ascérbico

Os animais do grupo mdx tratado (n=20) foram tratados a partir do 14° dia de vida pos-
natal. Os animais receberam por gavagem doses diarias de 0,1mg/kg de Acido Ascorbico (L-
Ascorbic acid, Sigma-Aldrich) diluido em agua (AHN et al, 2006) até completar 21 dias
(n=10; mdx T7) e/ou até 28 dias de idade (n=10; mdx T14). Outro grupo (n=10; mdx T14AA),
foi tratado por gavagem com dosagem didria maior de Acido Ascorbico (200mg/kg) diluido
em agua até 28 dias de idade. O grupo mdx controle (n=20) recebeu agua ao invés da droga,
pela mesma via e periodo (mdx CTRL 7 e/ou mdx CTRL 14, n=10 cada). Apos o término do

tratamento, os animais foram anestesiados via intra-peritonial com solucdo de cloridrato de
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xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) na proporcao de
1:1 e dose de 0,ImL/30g de peso corporal e os musculos tibial anterior (TA),
esternomastoideo (STN) e diafragma (DIA) retirados para analise histologica (n=5 de cada
grupo) e/ou para técnica de Western Blotting. Amostras de sangue foram coletadas para
analise de creatino-quinase total (n=5 de cada grupo).

Os animais tratados com acido ascorbico foram pesados diariamente em balanca semi-

analitica (Marte® AS2000C) para que a dose da droga fosse ajustada ao peso do animal.

3.3. Analise histologica

Doze horas antes do sacrificio, 5 animais de cada grupo foram pesados ¢ 0,1 mL de
uma solucdo a 1% de azul de Evans (AE) para cada 10g de camundongo foi injetada
intraperitonialmente (solugdo em PBS: 14g de fosfato de sodio monofasico, 4,3 g de fosfato de
potassio dibasico anidro, 72g de cloreto de s6dio em um litro de dgua destilada; pH 7,5),
conforme descrito por Hamer et al (2002) e Matsuda et al (1995). O sucesso da inje¢do do AE
foi identificado pela coloracdo azul das orelhas e patas dos animais. Apds o tempo acima
referido, os animais foram anestesiados e os musculos TA, STN e DIA retirados conforme o
item 3.2., congelados em seguida em isopentano resfriado a — 159°C por nitrogénio liquido e
armazenado em biofreezer a — 70°C.

Para obtencdo dos cortes em criostato (Microm-HS%)%E), os musculos foram
mantidos a —23°C, seccionados transversalmente na espessura de 0,8 um e coletados em
lamina. Foram obtidas 06 laminas com cerca de 12 cortes dos musculos TA, STN e DIA dos

referidos grupos experimentais, dessas 03 foram banhadas com acetona por 15 minutos e
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posteriormente montadas em meio de montagem DABCO (Sigma) para visualizagao das fibras
coradas com AE e 03 foram coradas com HE e montadas em resina.

Para a verificagdo da penetragao do corante AE nas fibras musculares, os cortes foram
analisados em microscopio optico de fluorescéncia (Nikon). Foram analisados 02 cortes de
cada musculo e o numero de fibras coradas foi quantificado e expresso em porcentagem em
relacdo ao nimero total de fibras da mesma seccao.

Os cortes dos musculos TA, STN e DIA corados com HE foram observados em
microscopio de luz. O pardmetro avaliado foi o numero de fibras que apresentam nucleo
central (indicativo de fibras musculares regeneradas - TORRES e DUCHEN, 1987) e de fibras
com nucleo periférico (caracteristica de fibras normais). A contagem da populagdo de fibras
foi obtida através de um reticulo de cem pontos, acoplado a ocular do microscopio em objetiva
de 40X, com auxilio de um contador manual. Todas as fibras do corte (fibras normais e
regeneradas) foram contadas para que fosse feita a estimativa da populagao total de fibras do
musculo. Assim, foi possivel obter a porcentagem de fibras normais e regeneradas dos animais
empregados no experimento. Os resultados obtidos foram submetidos ao Teste t de Student.

Imagens das areas de inflamagdo/regeneracgdo e regeneragdo foram capturadas por uma
camera fotografica acoplada ao microscopio e analisadas pelo programa Image-Pro Express. A
area total da secgdo transversal do musculo foi obtida por meio da soma das partes
fotografadas para que seja feita a estimativa da porcentagem das 4areas de

inflamacao/regeneracao e regeneracao dos musculos distréficos.
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3.4. Determinacio da creatina-quinase (CK) total no plasma sanguineo

ApoOs anestesia (ja descrita no item 3.2), amostras de sangue foram coletadas por
puncdo cardiaca e centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18k) a 3000 rpm, 4°C por
10 minutos. O soro obtido foi utilizado para determinar a atividade de CK.

Para quantificacdo da CK total foi utilizado o kit CK Nac Cinético Crystal da
Bioclin®. As absorbancias das amostras em relacdo a ondas U.V. com comprimento de onda
de 340 nm foram lidas a 25°C utilizando-se espectrofotometro (Thermo Electron
Corporation® Spectrophotometer Genesys 20) e cubetas de quartzo de lcm de caminho

optico. Os valores foram expressos em U/L.

3.5. Western Blotting

Ap0s retirada do sangue, os animais foram perfundidos com PBS e os musculos TA,
STN e DIA removidos, cortado em pequenos pedagos, congelados em isopentano resfriado a —
159°C por nitrogénio liquido e armazenados em biofreezer a — 70 °C. Foram homogeneizados
em 2 ml de tampao para homogeneizagdo (Triton X-100 1%, tris-HC1 100mM (pH 7,4),
pirofosfato de sodio 100mM, fluoreto de s6dio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de sodio
10 mM, PMSF 2 mM e 0,Img/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 por extrato total. A determinacdo de proteina foi

realizada pelo método de Bradford e colaboradores (1976).
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As amostras do extrato protéico foram tratadas com tampao Laemmli (azul de
bromofenol 0,1% e fosfato de sddio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de
ditiotreitol 100mM e aquecidas em agua fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto.
Em seguida, 60 pg 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
120V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas foram incubadas
com solucdo basal (Trisma base 10mM, cloreto de sédio 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, foram incubadas com 10pg de anticorpo primario
(anticorpo monoclonal anti-TNF-a) diluido em 10mL de solug¢do 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 solucdo basal contendo 1% de leite desnatado e
2,5ug de anticorpo secundario (goat anti-mouse IgG Peroxidase labeled) por duas horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30
minutos com solu¢ao basal.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solugdo de
quimioluminescéncia (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos,
seguido de exposi¢do a um filme Kodak XAR (Eastman KodaK, Rochester, N.Y, USA). As
densidades das bandas e das amostras sobre filme foram escaneadas e os arquivos gerados
foram gravados em discos de computador para quantificagdo da densitometria 6tica (Image

Processing and Analysis in Java).
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Para a normaliza¢ao dos dados obtidos foi realizado o controle interno, através da
incubagao das amostras com o anticorpo GAPDH (FL-335, rabbit polyclonal antibody, Santa
Cruz Biotechnology). O protocolo consiste na reutilizagdo das membranas utilizadas para
deteccdo do TNF-a. Para tanto, as referidas membranas foram lavadas com TBS-T (solucao
basal) por 3X de 10 minutos. Em seguida, foram incubadas com 10 mL de Stripping Buffer
(10mM Tris-HCI pH 7.5; B-Mercaptoethanol 0.1M; Uréia 8M) durante 1 hora, a 60°C. Apds
esse periodo foram re-equilibradas e lavadas com TBS-T. A seguir foram incubadas com 10ug
do anticorpo primario GAPDH e 2,5ug do anticorpo secundario (goat anti-rabbit IgG
Peroxidase labeled), seguindo o protocolo descrito para detec¢do de TNF-a . Os resultados

obtidos foram submetidos ao Teste t de Student.
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4. RESULTADOS
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4.1. Analise qualitativa

Os musculos TA, STN e DIA dos 5 grupos experimentais (mdx T7, mdx T14, mdx
T14AA, mdx CTRL7 e mdx CTRL14) apresentaram fibras musculares com diferentes
caracteristicas histologicas. Foram observadas fibras com nucleo periférico, fibras em
processo de degeneragdo, fibras em diferentes estagios de regeneragdo e fibras completamente

regeneradas.

As fibras com nucleo periférico apresentaram formato poligonal em justaposi¢cdo com

outras fibras de mesma caracteristica (Figura 4 A e B).

Figura 4. Seccdo transversal dos musculos esqueléticos distroéficos TA (A) e STN (B) mostrando fibras com

nucleo periférico (setas). Coloracao HE.

As fibras com alteracdo da permeabilidade do sarcolema ou em degeneragdo foram

evidenciadas pela presen¢a de azul de Evans no seu interior (Figura 5).
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Figura 5. Seccdo transversal do misculo TA mostrando fibras necréticas marcadas pelo azul de Evans (setas).

Aumento 200X.

As fibras musculares em regeneragdo foram classificadas em dois estagios, de acordo
com as suas caracteristicas morfologicas e a celularidade local:

As éareas de Inflamagdo/ Regeneragdo que apresentam fibras no estagio inicial de
regeneragdo, foram caracterizadas por pequenos midcitos fortemente baso6filos com nucleo
central, entremeado por infiltrado inflamatorio exuberante, em areas de grande celularidade

(Figura 6 A e B).

Figura 6. Seccdo transversal do musculo TA mostrando fibras no estagio inicial de regeneragao (A). B representa

o quadro em detalhe na figura A. Coloragdo HE.
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Ja as areas de Regeneracdo apresentam fibras no estdgio mais avancado de
regeneragdo, caracterizadas por citoplasma levemente basoéfilo, ntcleo central e maior
proporcao de citoplasma em relagdo ao volume nuclear. Apresentam uma diminuicao aparente
do infiltrado inflamatério, e menor celularidade em relagdo as 4areas de

Inflamagao/Regeneracao (Figura 7 A e B).

Figura 7. Seccdo transversal do musculo TA mostrando fibras no estagio avangado de regeneragdo (A). B

representa o quadro em detalhe na figura A. Coloragdo HE.

Fibras regeneradas foram caracterizadas pelo nucleo centralizado, condensado,
citoplasma eosindfilo e didmetro da fibra muscular proximo ao de uma fibra muscular

esquelética com nucleo periférico (Figura 8).
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Figura 8. Seccdo transversal do musculo TA mostrando fibras regeneradas com nticleo central (setas). Coloragio

HE.

4.2. Analise quantitativa

Para andlise dos grupos experimentais foram utilizadas as seguintes variaveis:
porcentagem de fibras positivas ao azul de Evans ou em degeneragdo (%AE), porcentagem de
fibras com nucleo central (%NC) e porcentagem de fibras com nucleo periférico (%NP) em
relagdo ao nimero total de fibras musculares.

Diferenca significativa (p<0,05*) da porcentagem de fibras com NP e positivas ao AE
foi observada no musculo TA do grupo mdx T7 quando comparado ao seu respectivo controle
(musculo TA do grupo mdx CTRL7). Verificamos 99,01+0,82 de fibras com NP no musculo
TA do grupo mdx T7 e 97,39+1,61 no seu respectivo controle; e 0,68+0,60 de fibras em
degeneragdo enquanto que no controle havia 2,31+1,61, uma diminui¢do de cerca de 60%
destas fibras. Os outros musculos (STN e DIA) relacionados a este grupo nio apresentaram

diferenca significativa em relagdo as variaveis analisadas (ver Tabela 1).
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Nos musculos TA, STN e DIA do grupo mdx T14 ndo observamos diferencga
significativa nestas variaveis quando comparados aos seus respectivos controles (ver Tabela
1).

No grupo mdx T14AA verificamos diferenga significativa (p<0,05*) da porcentagem
de fibras com NP e positivas ao AE no musculo DIA. Verificamos 98,66+1,05 de fibras com
NP no grupo mdx T14AA e 95,25+1,79 no seu respectivo controle (mdx CTRL 14); e
0,49+0,91 de fibras em degeneragdo enquanto que no controle havia 3,19+1,48. Os outros
musculos (TA e STN) relacionados a este grupo nao apresentaram diferenga significativa em

relacdo as variaveis analisadas (ver Tabela 1).
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Tabela 1. Comparacdo entre a porcentagem de fibras com nucleo central, fibras com ntcleo
periférico e fibras marcadas pelo azul de Evans dos musculos tibial anterior (TA),
esternomastoideo (STN) e diafragma (DIA) dos grupos mdx CTRL 7 ¢ T 7 e dos grupos mdx

CTRL 14, T 14 e TI4AA.

Mdx %NC %NP %AE
CTRL7 0,30+0,20 97.39+1,61 2,31+1,61
T7 0,32+0,32 99,0140,82*  0,68+0,60*
TA CTRL14 6,79+11,51 9031+11,87  2,90+1,80
T14 7,96+5,53 87.20+6,37 4,84+5,67
T14AA 13,77+9,68 85,14+9,79 1,09+0,88
CTRL7 5,60+1,23 92,51+2,10 1,89+1,51
T7 8,504+4.27 89,26+3,60 2.00+3 .47
STN CTRL14 23,30+9,39 75,10+10,61 1,60+1,26
T14 27,38+3,93 68,69+6,69 3,93+4,36
T14AA 25,70+8,56 71,7146,93 2,59+2,88
CTRL7 1,09+0,74 97,12+1,04 1,79+0,80
T7 1,13+0,66 96,62+1,67 2,25+134
DIA CTRL14 1,56+0,51 95,25+1,79 3,19+1,48
T14 1,5120,43 94,99+1,59 3,49+1,70
T14AA 0,85+0,44 98,66+1,05%*  0,49+0,91%*

%NC, porcentagem de fibras regeneradas com nucleo central; %NP, porcentagem de fibras com nucleo
periférico; %AE, porcentagem de fibras positivas ao azul de Evans. * Diferenga significativa do musculo TA

CTRLY7. ** Diferenca significativa do muisculo DIA CTRL14. (P<0,05; Teste T de student).
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Em relacdo a area total da seccao transversal do ter¢o médio do musculo, porcentagem
da area de inflamagdo e regeneracdo (% Inf/Reg) e porcentagem da area de regeneragdo
(%Reg) do musculo DIA dos grupos mdx CTRL 14 e T 14, verificamos diferenga significativa
(p<0,05*) na porcentagem da area de Inf/Reg, tendo 18,62+5,56 de area de Inf/Reg no grupo
mdx T14 e 8,36+6,27 no grupo mdx CTRL14. No musculo DIA do grupo mdx CTRL 7e T 7
nao verificamos diferenga significativa nestas varidveis. Nos demais musculos (TA e STN),
nao houve diferenga significativa em nenhum dos grupos mdx CTRL 7e¢ T 7 e mdx CTRL 14 ¢
T 14. No grupo mdx T14AA também nao houve diferenca significativa (p<0,05*) em

nenhumas destas varidveis (ver Tabela 2).
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Tabela 2. Comparagao entre a porcentagem da area de fibras em estagio inicial e avangado de
regeneragao, entre os grupos mdx CTRL7 e T7 e mdx CTRL14, T14 e T14AA, dos musculos

tibial anterior (TA), esternomastoideo (STN) e diafragma (DIA).

Mdx % Area % Area

Inf/Reg Reg

CTRL7 2.50+1,15 0,00+0,00

T7 2,40+1,20 0,00-+0,00

TA CTRL14 7,98+6,27 5,97+5,00
T14 26,98+27,74 6,75+7,93

T14AA 13,10+4,55 5,17+5,48

CTRL7 10,77+3,86 3,21+£3,49

T7 11,96+3,99 4,1943,55

STN CTRL14 8,68+4,62 6,23+5,87
T14 12,02+9,47 7,12+7,47

T14AA 15,04+13,42 3,99+3,23

CTRL7 15,54+2.,48 0,02+0,04

T7 18,09+16,31 0,03+0,05

DIA CTRL14 8,36+6,27 0,53+0,41
T14 18,62+5,56%* 3,52+3,94

T14AA 13,43+6,48 1,04+1,78

%Area Inf/Reg, porcentagem da 4rea total que se encontra em processo inicial de regeneragdo com presenca de
abundante infiltrado inflamatério; % Area Reg, porcentagem da area total em estagio avangado do processo de

regeneracdo. * Diferenca significativa do muisculo DIA CTRL14. (P<0,05; Teste T de student).



36

4.3. Analise comparativa entre os musculos TA, STN e DIA

Comparando-se os musculos TA, STN e DIA dos 5 grupos experimentais (mdx
CTRL7, mdx T7, mdx CTRL14, mdx T14 e mdx T14AA) verificamos que estes respondem de
forma diferente frente ao processo de degeneragdo ou ao tratamento com acido ascorbico. No
grupo mdx CTRL7 a porcentagem de fibras com NC nos musculos TA, STN e DIA foi de
0.30, 5.60 e 1.09; com NP foi de 97.39, 92.51 e 97.12; positivas ao AE foi de 2.31, 1.89 ¢ 1.79
respectivamente, verificando diferenga significativa em todas as variaveis (ANOVA p<0,05%).
Diferenga significativa também foi observada nas areas de Inf/Reg e Reg, cujos valores em
porcentagem obtidos foram: 2.50 (TA), 10.77 (STN) e 15.54 (DIA) para as areas de Inf/Reg;

0.00 (TA), 3.21 (STN) ¢ 0.02 (DIA) para as areas de regeneracao (ver Grafico 1).
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Grupo CTRLT Gréfico 1
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Grafico 1: CTRL7, grupo mdx controle de 7 dias; TA, musculo tibial anterior; STN, musculo esternomast6ideo;
DIA, musculo diafragma; NC, fibras regeneradas com nucleo central; NP, fibras com nticleo periférico; AE,
fibras positivas ao azul de Evans; Inf/Reg, area que se encontra em processo inicial de regeneragéo com presenca
de abundante infiltrado inflamatério; Reg, area em estagio avangado do processo de regeneracdo. * Diferenca

significativa entre os misculos do mesmo grupo. (P<0,05; ANOVA).

No grupo mdx T7 foi observada diferenga significativa entre os musculos TA, STN e
DIA. A porcentagem de fibras com NC foi de 0.32, 8.52 e 1.13; de NP foi de 99.01, 89.26 ¢
96.62; e de fibras positivas ao AE foi de 0.68, 2.22 e 2.25 respectivamente. Quanto a area de
Inf/Reg a porcentagem foi de 2.40, 11.96 e 18.09; e quanto a 4rea de Reg foi de 0.00, 4.19 e
0.03 para os musculos TA, STN e DIA respectivamente; tendo diferenga significativa

(ANOVA p<0,05*) (ver Grafico 2).
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Grupo T7 Grafico 2
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Grafico 2: T7, grupo mdx tratado de 7 dias; TA, musculo tibial anterior; STN, musculo esternomastoideo; DIA,
musculo diafragma; NC, fibras regeneradas com nucleo central; NP, fibras com nticleo periférico; AE, fibras
positivas ao azul de Evans; Inf/Reg, drea que se encontra em processo inicial de regeneracdo com presenca de
abundante infiltrado inflamatorio; Reg, area em estdgio avancado do processo de regeneragdo. * Diferenca

significativa entre os misculos do mesmo grupo. (P<0,05; ANOVA).

Nos musculos TA, STN e DIA do grupo mdx CTRL 14 houve diferenca significativa
em relagdo as fibras com NC (6.79, 23.30 e 1.56), NP (90.31, 75.10 e 95.25) e positivas ao AE
(2.90, 1.60 e 3.19) respectivamente. Nas areas de Inf/Reg neste grupo, ndo foi observada
diferenga significativa entre os musculos TA, STN e DIA, sendo os valores 7.98, 8.68 e 8.36

respectivamente. Para as areas de Reg a porcentagem de cada musculo TA, STN e DIA foi de
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5.97, 6.23 e 0.53 respectivamente, tendo diferenga significativa (ANOVA p<0,05*) (ver

Grafico 3).

Grupo CTRL14 Gréafico 3
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Grafico 3: CTRL14, grupo mdx controle de 14 dias; TA, miusculo tibial anterior; STN, musculo
esternomastoideo; DIA, musculo diafragma; NC, fibras regeneradas com nucleo central; NP, fibras com nucleo
periférico; AE, fibras positivas ao azul de Evans; Inf/Reg, area que se encontra em processo inicial de
regeneracdo com presenga de abundante infiltrado inflamatorio; Reg, area em estagio avangado do processo de

regeneracdo. * Diferenca significativa entre os miisculos do mesmo grupo. (P<0,05; ANOVA).

No grupo mdx T14 a porcentagem de fibras com NC nos musculos TA, STN e DIA foi
de 7.96, 27.38 ¢ 1.51; com NP foi de 87.20, 68.69 ¢ 94.99; e positivas ao AE foi de 4.84, 3.93

e 3.49 respectivamente, verificando diferenca significativa em todas as variaveis (ANOVA
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p<0,05*). Diferenca significativa também foi observada nas areas de Inf/Reg entre os
musculos TA, STN e DIA, cujo valares encontrados foram 26.98, 12.02 e 18.62
respectivamente. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os musculos TA, STN e
DIA, nas areas de Reg, cujos valores foram 6.75, 7.12 e 3.52 respectivamente (ANOVA

p<0,05%*) (ver Grafico 4).

Grupo T14 Grafico 4
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Grafico 4: T14, grupo mdx tratado de 14 dias; TA, musculo tibial anterior; STN, musculo esternomastéideo;
DIA, musculo diafragma; NC, fibras regeneradas com ntcleo central; NP, fibras com nticleo periférico; AE,
fibras positivas ao azul de Evans; Inf/Reg, area que se encontra em processo inicial de regenera¢do com presenga
de abundante infiltrado inflamatério; Reg, area em estagio avangado do processo de regeneracao. * Diferenca

significativa entre os misculos do mesmo grupo. (P<0,05; ANOVA).
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No grupo mdx T14AA houve diferenca significativa entre os musculos TA, STN e
DIA, em relacao as seguintes variaveis: NC (13.77, 25.70 e 0.85); NP (85.14, 71.71 ¢ 98.66) ¢
AE (1.09, 2.59 e 0.49) respectivamente. Nas areas de Inf/Reg ¢ Reg ndo houve diferenga
significativa entre os musculos TA, STN e DIA deste grupo, cujos valores em porcentagem
obtidos foram: TA (13.10), STN (15.04) e DIA (13.43) para as areas de Inf/Reg; TA (5.17),

STN (3.99) e DIA (1.04) para as areas de regeneracao (ANOVA p<0,05*) (ver Grafico 5).

Grupo T14AA Grafico 5
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Grafico 5: T14AA, grupo mdx tratado de 14 dias com maior dosagem; TA, musculo tibial anterior; STN,
musculo esternomastoideo; DIA, muisculo diafragma; NC, fibras regeneradas com nticleo central; NP, fibras com
nucleo periférico; AE, fibras positivas ao azul de Evans; Inf/Reg, area que se encontra em processo inicial de
regeneracdo com presenca de abundante infiltrado inflamatdrio; Reg, area em estagio avancado do processo de

regeneracdo. * Diferenca significativa entre os musculos do mesmo grupo. (P<0,05; ANOVA).
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4.4. Niveis de creatina-quinase (CK) total no plasma sanguineo

Os valores de CK total encontrados no plasma sanguineo nao mostraram diferenca
significativa (p<0,05; teste t de student) entre os grupos estudados. As médias dos valores de
CK, expressos em U/L, para os animais dos grupos mdx T7 e mdx CTRL7 foram
1587,97+820,33 ¢ 670,45+427,06 respectivamente e para os animais dos grupos mdx T14 e

mdx CTRL14 foram 711,28+638,44 e 1655,16+£806,82 respectivamente (ver Tabela 3).

Tabela 3. Quantificagdo de CK (U/L) em camundongos mdx de 21 e 28 dias, gavagem com
agua (mdx CTRL7 e mdx CTRL14 respectivamente) e tratados por gavagem com acido

ascorbico (mdx T7 e mdx T14 respectivamente). Média + desvio padrdo (dp).

média + dp

mdx CTRL7 670,45+427,06

mdx T7 1587,97+820,33

mdx CTRL14 1655,16+806,82

mdx T14 711,28+638,44
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4.5. Analise do Western Blotting

Comparando a quantificagdo do TNF-a entre o grupo mdx CTRL7 e T7 verificamos
diferenca significativa (p<0,05*) no musculo STN com 7252.00 pixels no grupo mdx CTRL7
e 7829.00 pixels no grupo mdx T7. Nos demais musculos (TA e DIA) deste grupo ndo houve

diferenca significativa (ver Grafico 6).

Western Blotting Grupo CTRL e T7
Grafico 6
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Grafico 6: Western Blotting, quantificacdo do TNF-a, fator de necrose tumoral; CTRL7, grupo mdx controle de
7 dias; T7, grupo mdx tratado de 7 dias; DIA, musculo diafragma; TA, musculo tibial anterior; STN, musculo

esternomastoideo; * Em relagdo ao seu respectivo controle (P<0,05; Teste T de student).
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No grupo mdx CTRL14 e T14 verificamos diferenca significativa em todos os
musculos estudados DIA, TA e STN. A mensura¢ao do TNF no musculo DIA foi de 1114.67
pixels encontrado no grupo mdx CTRLI14 e de 8052.33 no grupo mdx T14; no TA foi de

3763.00 e 5503.40 e no STN de 6049.33 e 7450.67 respectivamente (ver Grafico 7).
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Grafico 7: Western Blotting, quantificacdo do TNF-a, fator de necrose tumoral, CTRL14, grupo mdx controle
de 14 dias; T14, grupo mdx tratado de 14 dias; DIA, musculo diafragma; TA, musculo tibial anterior; STN,

musculo esternomastoéideo; * Em relagdo ao seu respectivo controle (P<0,05; Teste T de student).

No grupo mdx TI4AA também verificamos diferenca significativa nos musculos DIA,
TA e STN em relagdo ao grupo mdx CTRL14. A mensura¢do do TNF no musculo DIA foi de
171.33 pixels encontrado no grupo mdx CTRL14 e de 8330.67 no grupo mdx T14-AA; no TA

foi de 1350.67 e 10948.00 e no STN de 7167.67 e 14691.67 respectivamente (ver Gréfico 8).
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Grafico 8 Western Blotting Grupo CTRL e T14-AA
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Grafico 8: Western Blotting, quantificacdo do TNF-a, fator de necrose tumoral, CTRL14, grupo mdx controle
de 14 dias; T14-AA, grupo mdx tratado de 14 dias com maior dosagem; DIA, musculo diafragma; TA, musculo
tibial anterior; STN, musculo esternomastdideo; * Em relacdo ao seu respectivo controle (P<0,05; Teste T de

student).
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5. DISCUSSAO
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5.1. Analise da mionecrose

A utilizacdo de parametros histoldgicos para o estudo das alteracdes musculares
decorrentes da distrofia, tais como o numero total de fibras musculares, a porcentagem de
fibras com nucleo central e andlise da integridade do sarcolema, nos fornecem dados que, em
conjunto, descrevem o processo de degeneragdo e regeneracao ocorridos ao longo do tempo
nos musculos esqueléticos (GASCHEN e BURGUNDER, 2001).

No presente trabalho, verificamos que os resultados obtidos referentes a mionecrose
para o grupo mdx CTRL estdo de acordo com a literatura (PAGEL e PARTRIDGE, 1999;
HENRICKS-WEHLING et al, 2004). Comparando-se os musculos TA, STN e DIA,
observamos uma diferenca entre eles quanto a porcentagem de fibras com ntcleo periférico
(indicativo de fibras que ndo passaram pelo processo de mionecrose), de fibras em
regeneracdo e de fibras regeneradas (nucleo central) e de fibras positivas ao AE. O AE é uma
molécula impermedvel & membrana plasmatica, ndo penetrando em fibras musculares
esqueléticas de camundongos normais. O corante liga-se a albumina sérica e penetra na fibra
muscular quando a membrana ndo estd integra. A marcacdo in vivo com este corante
possibilita detectar alteracdes de permeabilidade do sarcolema e fibras em degeneragdo
precocemente, fornecendo informagdes sobre algumas caracteristicas dinamicas e estruturais
de musculos esqueléticos normais e portadores de patologias (MARQUES et al, 2007c;
MATSUDA et al, 1995).

Possivelmente, as diferengas observadas na mionecrose nos musculos do grupo mdx
CTRL sao conseqiiéncias dos diferentes tempos em que cada musculo apresenta os ciclos de
degeneragao/regeneracdo (PASTORET e SEBILLE, 1995; MARQUES et al, 2008). Estes

resultados estdo de acordo com o consenso geral de que musculos distréficos respondem com
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intensidade diferente a falta de distrofina (BRIGUET et al, 2004; GROUNDS e TORRISI,
2004).

Na andlise do grupo mdx tratado verificamos diminui¢do significativa da mionecrose
nos musculos TA do grupo mdx T7 e DIA do grupo mdx T14AA em relacdo ao grupo
controle, evidenciada pelo maior numero de fibras com nucleo periférico e por menor
porcentagem de fibras positivas ao AE.

Uma observacdo interessante do presente trabalho diz respeito a diferenca das
respostas dos musculos estudados. Existem relatos na literatura que mostram diferengas na
evolugdo e intensidade das lesdes musculares de acordo com a fun¢do desempenhada pelo
musculo tais como locomog¢ao, manutengdo postural e respiracio (PASTORET e SEBILLE,
1995) e que alguns grupos musculares ndo sofrem degeneracdo, tais como os musculos extra-
oculares (MARQUES et al, 2007a) ¢ os musculos intrinsecos da laringe (MARQUES et al,
2007b). Existe ainda a hipotese de que as diferencas entre as propor¢des dos tipos de fibras
musculares existentes em cada musculo podem ser responsdveis pelas caracteristicas
biomecanicas que proporcionam diferentes resisténcias as lesdes decorrentes da distrofinopatia
(HASLETT, 2005; BANI et al, 2008). Estes dados, associados aos dados obtidos no presente
trabalho sugerem que os musculos distréficos podem apresentar comportamentos diferentes
frente as estratégias farmacologicas. De acordo com Gosselin e colaboradores (2007) os
musculos distroficos (diafragma, gastrocnémio e genioglosso) apresentaram resultados
diferentes apos tratamento com pirfenidona.

Outro ponto a ser destacado ¢ que o tratamento com acido ascorbico teve efeito no
musculo que apresentou maior degeneragcdo (fibras positivas ao AE) naquele periodo.
Observamos que com 21 dias de vida, o musculo TA passa por um pico de degeneracdo, com

aumento significativo da porcentagem de fibras marcadas com AE comparada aos misculos
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STN e DIA (p<0,05). J& com 28 dias de vida, o musculo mais atingido ¢ o DIA. Isto pode
explicar a acdo protetora do acido ascorbico somente na degeneracao dos referidos musculos
no periodo em questao.

No grupo mdx T7 a dosagem de acido ascorbico foi suficiente para proteger o misculo
TA, mas no grupo mdx T14 houve a necessidade de uma dosagem maior para se obter
resultado com o musculo DIA. De acordo com a literatura é necessaria alta concentragdo de
acido ascorbico para que este possa atuar como um pro-oxidante bem como um antioxidante
(PODMORE et al, 1998). Sendo assim, sugerimos que ¢ necessaria dosagem maior de acido
ascorbico para prevenir a mionecrose nos animais mdx com mais de 21 dias de idade, visto
que, neste periodo, observa-se extensa area de necrose nos musculos destes animais
(SHAVLAKADZE et al, 2004). Reforcando nossa hipodtese, estudos com coelhos
demonstraram que alta dosagem de acido ascorbico ¢ mais eficaz contra os danos oxidativos
induzidos por cloreto estanoso do que doses mais baixas (YOUSEEF et al, 2007).

Nossos resultados estdo de acordo com outros trabalhos que sugerem que o estresse
oxidativo influencia no processo degenerativo que ocorre no mdx (WILLIANS e ALLEN,
2007; DORCHIES et al, 2006). Segundo Willians e Allen, (2007) o estresse oxidativo pode
ser um dos fatores responsaveis pela patogénese observada no musculo cardiaco dos
camundongos distréfico. Colaborando ainda com nossos resultados, os dados obtidos com o
musculo cardiaco apds tratamento com antioxidante demonstraram que o periodo do inicio do
tratamento, bem como a duragdo e concentragdo do farmaco sdo fatores importantes que
interferem no efeito da terapia farmacoldgica. O trabalho em questdo sugere que os
antioxidantes podem prevenir o inicio do desenvolvimento do processo degenerativo no

camundongo mdx, porém nao sdo capazes de reverter a patologia ja existente.
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Embora o presente trabalho ndo permita elucidar os mecanismos pelos quais o acido
ascorbico protegeu a fibra distrofica, sugerimos que o antioxidante possa ter atuado
diretamente no sarcolema, inibindo a peroxidagdo lipidica. Diversos trabalhos sugerem que os
radicais livres contribuem na perda da integridade da membrana nas distrofias musculares
(DISATNIK et al, 1998; MURPHY e KEHRER, 1989). As EROs oxidam componentes
celulares, particularmente lipidios e proteinas, ocasionando lesdes na membrana plasmatica.
Desta forma, a membrana apresenta maior permeabilidade ao célcio extracelular. O aumento
do célcio intracelular provoca hipercontragdo miofibrilar, ativagdo de proteases enddgenas e

necrose da fibra muscular (RANDO, 2002).

5.2. Analise de regeneracio

No presente trabalho, dividimos a area total do musculo distrofico em 2 regides: a area
de inflamagdo-regeneracdo, que representa o estagio inicial do processo regenerativo, com
abundante infiltrado inflamatoério, bem como mioblastos e miotubos. A area de regeneracao,
que representa um estagio mais avangado de regeneracdo, visto que contem mioblastos e pobre
infiltrado inflamatorio.

Verificamos que o tratamento com acido ascorbico aumentou de forma significativa a
porcentagem da area de inflamagdo-regenera¢ao do musculo DIA no grupo mdx T14. Como ja
discutido no item anterior, a dose de acido ascorbico utilizada no grupo mdx T14 nao foi
suficiente para impedir o processo de degeneracdo no musculo distrofico, fato este que poderia
explicar o aumento significativo da area de inflamacao-regeneragdo no musculo DIA. Outro
fator que pode estar envolvido ¢ o aumento significativo do TNF-a, que serd discutido no item

5.4.
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5.3. Analise da creatina-quinase

Outra andlise realizada em nossos experimentos foi a determinagdo da creatina-quinase
(CK) total no plasma sanguineo. A enzima CK catalisa a fosforilacdo reversivel da creatina
pela adenosina trifosfato (ATP), com a formagdo de creatina-fosfato. Esta enzima esta
associada com a formacdo de ATP nos sistemas contrateis ou de transporte, principalmente
nas células musculares. Quando os niveis séricos desta enzima estdo aumentados sugere-se
que ocorreu lesdo muscular, visto que uma das principais localizagdes da CK é o musculo
estriado esquelético (MAGLARA et al, 2003).

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

No presente trabalho, ndo houve diferenga significativa entre os niveis de CK dos
grupos experimentais analisados. Este dado ndo ¢ coerente com os dados histologicos dos
musculos TA do grupo mdx T7 e do DIA do grupo mdx T14AA, em que o tratamento com
acido ascorbico diminuiu as fibras positivas ao AE e aumentou o nimero de fibras com nucleo
periférico, quando comparados ao grupo mdx CTRL. Concluimos que a quantificagdo de CK
nao acompanha as alteragdes histologicas de cada musculo, pois os valores obtidos da CK sdo
valores séricos totais, ou seja, expressam a necrose do musculo cardiaco e de todos os
musculos esqueléticos.

Também devemos considerar que, embora a analise de CK seja amplamente utilizada
para diagnosticos, os valores obtidos podem apresentar consideravel variacdo individual.
Segundo Warren e colaboradores (2006) varios fatores podem influenciar a variacdo nos

niveis plasmaticos desta enzima. Assim, os valores de CK devem servir apenas como analise
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complementar para o diagndstico e acompanhamento da evolucdo das doencgas

neuromusculares.

5.4. Analise de Western Blotting

A resposta inflamatéria cronica € um sinal tipico da distrofia muscular e pode ser um
mecanismo que contribui fortemente na progressao da patologia (PORTER et al, 2002). Entre
as varias citocinas pro-inflamatdrias, um papel importante e principal pode ser atribuido ao
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), envolvido em doencas que promovem fraqueza
muscular (REID e LI, 2001; STEWART et al, 2004). Aumento significativo de fibras positivas
ao TNF-a foi observado nos musculos de camundongos mdx (KUMAR ¢ BORIEK, 2003;
PIERNO et al, 2007) e em musculos de pacientes distréficos (KURU et al, 2003). De acordo
com Tartaglia e Goeddel (1992), a resposta das células musculares ao TNF- a ¢ mediada por
duas populagdes de receptores de membrana, TNFR1 (55kDa) e TNFR2 (75kDa).

O efeito antiinflamatério do acido ascorbido tem sido sugerido. O acido ascébico
exerce este efeito por diminuir a concentracdo de EROs que ¢ produzida por macrofagos e
modular a ativagdo de macrofagos e neutrofilos na progressao da inflamagdo (BULGER et al,
2002). Atua também inibindo a ativagdo do fator de transcricdo NF-kB, o qual tem um papel
importante na producgdo de citocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-1 e IL-6 (HORTON et
al, 2001; CARCAMO et al, 2002). No presente trabalho, os musculos TA, STN e DIA dos
animais tratados com acido ascorbico apresentaram aumento significativo de TNF-a quando
comparados ao grupo controle. O que nos permite sugerir que o aumento do TNF-a ndo esta

necessariamente correlacionado ao aumento da mionecrose.
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Aumento significativo de TNF-a também foi observado em camundongos Balb/c
tratados com vitamina C durante ativagao de células T (NOH et al, 2004). Cabe ressaltar que o
aumento da concentragdo de TNF-o foi observado somente quando as células T foram
ativadas. A discrepancia de nossos resultados e do trabalho citado anteriormente com outros
trabalhos que verificaram diminui¢cao do TNF-a em animais tratados com antioxidantes, pode
ser devida a concentragdo do farmaco, via de administracdo, espécie animal utilizada ou a
presenca de células T estimuladas.

Segundo a literatura, as células do sistema imune, particularmente as células T, podem
ter um papel na patologia das distrofias musculares, constituindo um componente autoimune
da doenga, nas quais as células T sdo ativadas por um antigeno comum (SPENCER e
TIDBALL, 2001). Sendo assim, levantamos a hipdtese de que as células T possam estar
ativadas nos animais distréficos, explicando o aumento significativo de TNF-a observado em
nossos experimentos. Entretanto, o mecanismo pelo qual as células T ativadas influem na
concentragdo de TNF-0, em animais suplementados com acido ascorbico ainda ndo estd
estabelecido. Ndo se sabe se o efeito ocorre devido ao acumulo intracelular de acido ascorbico,
ou se ha uma ligacdo deste a um determinado receptor de membrana ainda ndo identificado

(NOH et al, 2004).
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6. CONCLUSOES
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1) O tratamento precoce de camundongos mdx com o antioxidante acido ascorbico
diminuiu significativamente a mionecrose nos musculos tibial anterior e diafragma.

2) A terapia antioxidante teve efeito nos musculos que apresentaram pico de degeneracao
no periodo analisado.

3) Os musculos dos camundongos mdx tratados com acido ascorbico apresentaram
aumento significativo no conteido de TNF-o. Sugerimos que este aumento nio esta

necessariamente correlacionado ao aumento da mionecrose.
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