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INTRODUCAO:

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca genética letal, causada por mutacdo no gene da proteina
distrofina, promovendo uma degeneragdo muscular progressiva:. Além da auséncia da distrofina, estresse oxidativo e processo
inflamatorio sdo fatores que contribuem com a fisiopatogénese da DMD. Atualmente, o tratamento mais utilizado pelo paciente
distréfico é a administragdo de glicocorticoides, porém seu uso prolongado produz diversos efeitos colaterais>. Desta forma, é
fundamental a busca por terapias paliativas que minimizem a evolucdo da doenga, melhorem a qualidade de vida dos pacientes
distréficos e ao mesmo tempo apresentem menos efeitos colaterais do que os glicocorticoides.

Recentemente nosso grupo de pesquisa reportou que o tratamento com ldebenona, um potente antioxidante, reduziu os
niveis de marcadores de estresse oxidativo (H.O. e 4-HNE) e de moléculas envolvidas no processo inflamatério (NF-xB e TNF) em
estudos in vitro com células musculares primérias distroficas:. Com base neste trabalho, o presente projeto prop6s a avaliar os efeitos
da Idebenona em estudos in vivo com camundongos mdx submetidos ao exercicio fisico. Embora os camundongos mdx néo
apresentem distrofina, semelhante aos pacientes com DMD, esses animais desenvolvem uma forma mais leve de distrofia:. Assim,
para obter um modelo animal mais préximo da distrofia humana, o fendtipo murino pode ser agravado por exercicio crénico em
esteira s. Para agravar o fendtipo do camundongo mdx utilizaremos o protocolo de exercicio descritos, 0o qual promove
comprometimento funcional indicado pelo declinio da forca de preensdo e caracteristicas histopatoldgicas de agravamento de leséo
musculars.

OBJETIVO:

Analisar os efeitos da administracdo de Idebenona sobre as fibras musculares de camundongos mdx adultos exercitados.

METODOLOGIA:
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem mdx, com 60 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
Investigagdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios
éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e aprovados pela
Comisséo de Etica na Experimentagio Animal (CEEA-IB/UNICAMP).

4.2. Protocolo experimental

Foram utilizados camundongos da linhagem mdx (C57BL/10-Dmdmdx/PasUnib) com 7 semanas de idade. A idade
escolhida foi baseada em protocolos de exercicios anteriores,«divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: (1) madx
controle sedentario (mdxSed); (2) mdx submetido ao exercicio (mdxE) e (3) mdx submetido ao exercicio e tratado com Idebenona
(mdxE+l1). O protocolo do exercicio foi baseado em trabalhos anteriores= e nos protocolos TREAT-NMD para exercicios com
camundongos mdx.

4.3 Testes funcionais
Foram realizados testes funcionais em todos os animais de cada grupo, os quais foram realizados em dois momentos do

experimento: pré-tratamento: antes de comegar o tratamento farmacoldgico e pos-tratamento. Alguns dos protocolos operacionais
foram padronizados tendo como base as diretrizes contidas no TREAT-NMD (Disponivel em: http://www.treat-
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md.edu/activities/treatment/html). Foram aplicados os seguintes testes funcionais: Avaliacdo da atividade locomotora espontanea
(open-field test), Teste de retencdo de quatro membros (four limb hanging test)

4.4 Dosagem de Creatina-Quinase (CK) em amostras de sangue

Foram utilizadas amostras de sangue coletadas por puncgdo cardiaca que foram 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 o equipamento Multi-Mode
Microplate Reader Model Synergy H1IM (Bio-Tek Instruments) com comprimento de onda de 340 nm.

4.5 Analise Histomorfoldgica

O musculo s6leo foi retirado e congelado em isopentano resfriado a -159°C (nitrogénio liquido) e armazenado em
biofreezer a —80°C. Para obtencéo dos cortes em criostato (MicromHS505E) os musculos foram mantidos a -25°C, seccionados
transversalmente em criostato na espessura de 8 um e coletados em lamina. Foram obtidas Iaminas com 6 cortes dos referidos grupos
experimentais. Foram utilizadas 02 laminas para cada uma das andlises descritas a seguir: Delimitacdo das éareas de inflamagédo,
Quantificacdo de fibras em degeneracdo, Reacdo Dihydroetidio (DHE) para detec¢do de EROs (Radical anion superoxido - O,),
Contagem de Granulos de Lipofuscina.

4.6 Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos testes foi aplicado o teste ANOVA One Way seguido do teste Tukey para as devidas
comparagOes entre 0s grupos, e os dados apresentados por meio de media e desvio padrao.

RESULTADOS PRELIMINARES:
1. Avaliacdo de Atividade Locomotora Espontanea (Open-Field Test)

Os animais dos grupos mdxSed e mdxEx apresentaram uma reducéo significativa na atividade locomotora espontanea no
periodo poés-tratamento em compara¢do com o periodo pré-tratamento (Figura 1). J& os animais do grupo mdxEx+lde ndo
apresentaram diferencas significativas durante o periodo experimental.

Figura 1: Avaliacdo da atividade locomotora espontanea (Open Field
test) — pré e pé6s tratamento. mdxSed: Camundongos mdx controle
sedentario; mdxEx: camundongos mdx submetidos ao exercicio;
= pré-ratamento  mdxEx+lde: camundongos mdx submetido ao exercicio e tratado com
= Postatamene | debenona. Dados foram obtidos no periodo pré e pés-exercicio e Idebenona.
* p < 0,005 difere do grupo mdxSed; *** p < 0,00001 difere do grupo
mdxSed; (one way Anova, pos teste de Tukey HSD).
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2. Teste de Retencdo dos 4 Membros (Four Limb Hanging Test)

N&o foram observadas diferencas significativas nos resultados do teste de avaliacdo de retengdo dos quatro membros,
conforme observado na figura 2.

Grade Invertida Figura 2: Avaliacdo da retencdo dos quatros membros — pré e pés
tratamento. mdxSed: Camundongos mdx controle sedentario; mdxEXx:

100 o PréTrataments  CAMUNAONgos mdx submetidos ao exercicio; mdxEx+Ide: camundongos mdx
= Postratamento SUDMetido ao exercicio e tratado com Idebenona. Dados foram obtidos no
periodo pré e pds-exercicio e tratamento com Idebenona. Sem diferencas

50 significativas (one way Anova, pds teste de Tukey HSD).
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3. Andlise bioguimica da degeneracdo muscular
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Os animais do grupo mdxEx apresentaram aumento significativo (348,7%) nos niveis da enzima CK plasmatica em relacdo

ao grupo mdxSed. Por outro lado, os animais do grupo mdxEx+lde apresentaram reducdo significativa (90,34%) nos niveis desta
enzima em relacéo ao grupo mdxEx (Tabela 1).

Tabela 1: Dados referentes aos niveis da enzima CK plasmatica.

mdxSed mdxEx mdxEx+Ide

CK sanguineo (U/L) 2214+836,7 993542605 **** 959,3+631,9 ++++

Valores dos niveis da enzima de CK plasmatico sdo expressos como média + desvio padrdo. mdxSed: camundongos mdx
controle sedentério; mdxEx: camundongos mdx submetidos ao exercicio; mdxEx+Ide: camundongos mdx submetido ao exercicio e
tratado com Idebenona. Dados foram obtidos no periodo p6s-exercicio e tratamento com Idebenona **** p < 0,0001 difere do grupo
mdxSed; ++++ p < 0,00001 difere do grupo mdxEx (one way Anova, pos teste de Tukey HSD).

4. Quantificacdo de fibras musculares em degeneracdo:

A degeneracdo muscular foi avaliada através da quantificacdo de fibras positivas ao 1gG. Observa-se que o grupo mdxEx
apresentou um aumento significativo (231,13%) em relagdo ao grupo mdxSed. Enquanto os animais do grupo mdxEx+lde
apresentaram uma redugdo signiticativa (49,59%) em relagdo ao grupo mdxEx.

Figura 3: Fibras em degeneracdo com marcacéo positiva para
A m m 1gG (seta branca). A — Cortes transversais do musculo s6leo dos
trés diferentes grupos experimentais: mdxSed: camundongos mdx
controle sedentario; mdxEx: camundongos mdx submetidos ao
exercicio; mdxEx+lde: camundongos mdx submetido ao exercicio e
tratado com Idebenona. B — Percentual de fibras positivas para IgG
dos grupos mdxSed, mdxEx, mdxEx+Ide. Dados representados em
média £ desvio padrdo, **** p < 0,00001 difere do grupo mdxSed;
++ p < 0,001 difere do grupo mdxEx; * p < 0,005 difere do grupo
mdxSed (one way Anova).
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5. Quantificacdo de fibras musculares regeneradas

Os animais do grupo mdxEx+lde apresentaram reducdo no ndmero de nicleos centrais (indicativo de fibras regeneradas)
(16,66%) e aumento do nimero de nicleos periféricos (indicativo de fibras normais) (35,48%) em relagdo ao grupo mdxSed.

Figura 4: Coloracdo em HE, mostrando fibras com nucleo

A m central (seta preta) e nlcleo periférico (cabeca de seta). A - Cortes
transversais do musculo séleo dos diferentes grupos experimentais,
mdxSed: camundongos mdx controle sedentario; mdxEXx:
camundongos mdx submetidos ao exercicio; mdxEx+lde:
camundongos mdx submetido ao exercicio e tratado com Idebenona.
B- Percentual de fibras com nucleo periférico e centralizado dos
grupos mdxSed, mdxEx, mdxEx+lde. Dados representados em média

E=E

+ desvio padrdo. + p < 0,05 difere do grupo mdxEx (one way Anova).
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6. Determinacdo da area de inflamacédo
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A érea de inflamac&o foi obtida pela delimitacdo de regides com aglomerados de células inflamatérias entre as fibras
musculares em relacdo a area total do musculo. Quando comparadas as areas de inflamacéo dos grupos experimentais (mdxSed,
mdxEx e mdxEx+Ide), ndo foram encontradas diferencas significativas.

Figura 5 Coloracdo em HE, mostrando areas de inflamacao
(area demarcada). A - Cortes transversais do musculo séleo dos
diferentes grupos experimentais, mdxSed: camundongos mdx
controle sedentario; mdxEx: camundongos mdx submetidos ao
exercicio; mdxEx+lde: camundongos mdx submetido ao exercicio e
tratado com ldebenona. B - Percentual da area de inflamacgdo dos
grupos mdxSed, mdxEx, mdxEx+lde. N&o houve diferengas
significativas (one way Anova).
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7. Analise do estresse oxidativo

Para avaliacdo do estresse oxidativo tecidual, foram analisados os granulos de lipofuscina e DHE.

Os granulos de lipofuscina s3o um pigmento acastanhado depositados nas fibras musculares, os quais podemos observar
em abundancia no musculo séleo de camundongos mdxEx (40,83%) e mdxEx+1de (49,55%) em relacdo ao grupo mdxSed.

Figura 6: Granulos de Lipofuscina. Cortes transversais do musculo
soleo dos diferentes grupos experimentais, mdxSed: camundongos
mdx controle sedentério; mdxEx: camundongos mdx submetidos ao
exercicio; mdxEx+lde: camundongos mdx submetido ao exercicio e
tratado com ldebenona. B. Grafico mostra o volume de granulos de
Lipofuscina dos grupos experimentais. Dados representados em média
+ desvio padrdo. ** p< 0,01 difere do grupo mdxSed (one way Anova).
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Em termos da reagdo do DHE, observa-se que o grupo mdxSed apresentou menor fluorescéncia (indicativo de radicais
anion superdxido O2) em relagdo ao grupo mdxEx (153,87%) e mdxEx+Ide (45%). O tratamento com IDE reduziu
significativamente a marcacdo de DHE em comparacdo ao grupo mdxEx (42,64%).
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Figura 7: Intensidade de DHE. A. Cortes transversais do musculo
s6leo dos diferentes grupos experimentais mdxSed: camundongos mdx
controle sedentario; mdxEx: camundongos mdx submetidos ao
exercicio; mdxEx+lde: camundongos mdx submetido ao exercicio e
tratado com Idebenona. Fluorescéncia de DHE. Aumento 10X. Escala
100um. B. O grafico mostra a intensidade de DHE dos grupos
experimentais. Dados representados em média + desvio padrdo. ** p<
0,01 difere do grupo mdxSed. + p < 0,05 difere do grupo mdxEx (one
way Anova).
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CONCLUSAO:

Diante do exposto, os resultados demonstram os efeitos benéficos do tratamento com Idebenona no modelo experimental
distrofico exercitado. Embora o tratamento com Idebenona ndo tenha apresentado efeitos no processo inflamatério, foram
observadas reduc¢des significativas quanto ao processo oxidativo, com base na diminuicdo da intensidade de DHE (indicativo de
radicais anion superoxido O2), e também no processo de degeneragdo muscular, com base na analise de fibras positivas ao 1gG,
nlcleos centrais (fibras musculares regeneradas) e a analise bioquimica da enzima CK. Esses efeitos benéficos da Idebenona no
estagio estabelecido da doenca, torna-a uma potencial terapia para a DMD, portando, uma opgao vidvel para futuros estudos clinicos

em pacientes

distroficos.
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