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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga fatal causada pela auséncia da
distrofina e caracterizada por degeneragdo progressiva da musculatura esquelética. O
camundongo mdx, modelo da DMD, apresenta susceptibilidade a lesdo das miofibras, elevagio
da creatina quinase (CK) sérica e ciclos de degeneragdo e regeneragdo muscular, fenétipo
intensificado por atividade fisica. A lesdo muscular € exacerbada por um processo inflamatério
crénico, do qual participam citocinas e células do sistema imunoldgico. Dentre estas células,
destacam-se os mastdcitos que se acumulam nos sitios de lesdo, liberando mediadores como o
TNF-a, que também ¢ liberado pelos macréfagos, neutréfilos e miofibras lesadas. Este trabalho
teve por objetivos: i) estudar o efeito da atividade fisica compulséria na degeneragdo muscular
de camundongos mdx, a fim de otimizar as condi¢Ses experimentais para o teste de drogas; ii)
identificar marcadores de lesdo muscular; e iii) avaliar o potencial efeito anti-inflamatério das
drogas cetotifeno e olopatadina (anti-histaminicos e inibidores da desgranulagdo de mastocitos),
e LMP-420 (inibidor da transcrigdo do TNF-a) na progressio da DMD. Para tanto,
camundongos mdx de 4 semanas de vida foram submetidos a atividade fisica e ao tratamento
com as drogas por 5 semanas. Os resultados indicaram que a galectina-1 pode ser considerada
um marcador de degeneracdo muscular. De acordo com os critérios analisados em conjunto
(dosagem de CK e pardmetros quantitativos histologicos dos musculos gastrocnémio, GA,
diafragma, DIA), verificou-se que as trés drogas resultaram em uma diminui¢do significativa da
degeneragdo muscular. Camundongos mdx tratados com cetotifeno, olopatadina e LMP-420
apresentaram redugdo significativa tanto nos niveis séricos de CK (37%, 23% e 30%
respectivamente), quanto na é4rea relativa ocupada por miofibras apresentando lesdao no
sarcolema (ceto: 95% no GA e 98% no DIA; olo: 73% somente no GA; e LMP-420: 98,6% no
GA e 83,6% no DIA). Estes dados indicaram que as trés drogas contribuiram para manter a

integridade da musculatura esquelética de camundongos mdx, com destaque para a LMP-420.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a fatal disease caused by the absence of dystrophin
and characterized by progressive degeneration of skeletal muscle. The mdx mouse, model of
DMD, presents susceptibility to myofiber injury, elevated serum creatine kinase (CK) levels
and degeneration-regeneration cycles. This phenotype can be intensified by physical activity.
Muscular damage is exacerbated by a chronic inflammatory process, with the participation of
cytokines and immune cells. Among these, mast cells accumulate in injury sites and release
mediators as TNF-a, which is also released by macrophages, neutrophils and damaged
myofibers. This work aimed to: i) study the effect of compulsory physical activity in the
muscular degeneration of mdx mice, in order to optimize experimental conditions for drug
testing; ii) identify protein markers of muscle damage; and iii) evaluate the potential anti-
inflammatory effect of ketotifen and olopatadine (mast cell inhibitors and anti-histamine
agents) and LMP-420 (inhibitor of TNF-a transcription) in the progression of
dystrophinopathy. In this way, four week-old mdx mice were submitted to physical activity
and drug treatment during 5 weeks. The results indicated that galectin-1 can be considered a
marker of muscular degeneration. According to the analyzed criteria (CK dosage and
histopathological analyses of GA and DIA muscles), the three drugs resulted in a significant
reduction of muscular degeneration. Mdx mice treated with ketotifen, olopatadine and LMP-
420 presented significant reduction in the CK levels (37%, 23% and 30%, respectively). A
reduction in the area occupied by injured myofibers was also detected (keto: 95% in GA and
98% in DIA; olo: 73% only in GA; and LMP-420: 98.6% in GA and 83.6% in DIA). These
data indicated that the three drugs contributed to maintain the integrity of mdx mice skeletal

muscle, especially LMP-420.
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Introducéo

INTRODUCAO

1. Distrofinopatias

1.1. Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) e a Distrofia Muscular de Becker (DMB) sdo
doengas neuromusculares causadas por mutagdes no gene da distrofina, sendo por isso denominadas
distrofinopatias. Apresentam padrdo de heranga ligada ao X recessivo e sdo caracterizadas por
degeneragdo progressiva da musculatura esquelética e gravidade variavel. A DMD, forma mais
grave e mais frequente na populag@o, afeta 1 em cada 3600 a 6000 meninos vivos, é altamente
incapacitante e culmina com 6bito por deficiéncia cardiaca ou respiratéria, usualmente no inicio da
segunda década de vida (Emery, 2002; Blake et al., 2002; Bushby et al., 2010a).

Os meninos afetados pela DMD s@o aparentemente normais ao nascimento, embora ja
apresentem a concentragdo sérica da enzima creatina quinase (CK) aumentada, um indicativo de
degenerag@o de miofibras. O inicio da deambulagdo é tardio e, em geral, ocorre aos 18 meses de
vida. Os primeiros sinais da DMD comegam a aparecer entre os trés e cinco anos de idade. Devido a
fraqueza muscular dos membros inferiores e da cintura pélvica, a crianga apresenta dificuldade para
se locomover, subir escadas, correr, levantar-se do chdo, podendo ser observado o sinal classico de
Gowers (Figura 1) (Gowers, 1886). Notam-se também quedas frequentes, aumento do volume das
panturrilhas (pseudo-hipertrofia por substituigdo das miofibras necrosadas por tecido adiposo e
fibroso), andar basculante, acentuagfio da lordose lombar e, posteriormente, cifoescoliose devido a
atrofia da musculatura paravertebral. Por volta dos 11 anos, a crianga apresenta incapacidade de
andar e contraturas nos joelhos, pulsos, cotovelos e quadril. Geralmente aos 20 anos, ocorre
acometimento do diafragma e outros musculos respiratérios, propiciando insuficiéncia respiratoria

que pode culminar em infecgdo ou faléncia respiratéria. Pode haver também comprometimento da
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fungdo cardiaca. O 6bito ocorre comumente entre a segunda e a terceira década de vida. Ja na DMB,
os primeiros sinais aparecem dos cinco aos 15 anos, sendo semelhantes aos da DMD, porém

consideravelmente mais leves. Sua incidéncia é 10 vezes menor e apresenta evolucdo mais lenta

(Emery, 2002).

Figura 1: Sinal de Gowers. O classico sinal de Gowers, em que a crianga colocada de brugos é
solicitada a se levantar e o faz "escalando sobre si mesma" devido a fraqueza da musculatura proximal.

Até o momento, ndo existe cura para as distrofinopatias. As estratégias terapéuticas
disponiveis sdo paliativas e consistem em intervengdes farmacoldgicas e nutricionais, que
podem ser complementadas com cuidados de uma equipe multiprofissional com fisioterapia
adequada e terapia psicoldgica, por exemplo (Bushby et al., 2010a e 2010b). As intervengdes

farmacologicas, em sua maioria, visam conter a degeneragio muscular reduzindo a necrose
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das miofibras e o processo inflamatério cronico associado. A terapia mais indicada é o uso de
corticosterdides que pode ser associado a outros formacos para minimizar a deficiéncia
cardiaca e respiratoria. A corticoterapia de uso prolongado, entretanto, deve ser bem
monitorada, pois pode resultar em efeitos colaterais indesejaveis como ganho de peso, menor
crescimento e ocorréncia de cataratas assintomaticas (Moxley et al., 2005; Wong et al., 2007).
Outras drogas com potencial para aplicagdo no tratamento da DMD sdo antiinflamatérios de
agdo mais especifica comparada aos corticosterdides, inibidores de citocinas, antioxidantes,

bloqueadores de canais de célcio e inibidores de protedlise (Radley et al., 2007).

1.2. Bases moleculares

Embora ndo tenha resultado na descoberta da cura das distrofinopatias, a identificagdo do gene
da distrofina (dys) como causador dessas doengas representou um grande avango, pois possibilitou o
inicio da busca por abordagens moleculares visando o tratamento (Koenig et al., 1987). O genedys é o
maior gene conhecido (cerca de 2,5 Mb), localiza-se na regido Xp21 e é composto por 79 exons. O
transcrito, de 14 kb de extensio, é traduzido na forma completa (fi/!/ length) predominantemente nos
musculos esquelético e cardiaco e, em menores niveis, no cérebro. At¢é o momento, ja foram
identificados sete promotores tecido-especificos, dos quais trés s@o responsaveis pela transcrigdo do
gene completo e os demais pela expressdo de isoformas menores, como representado na Figura 2A
(Blake et al., 2002). Dois tergos dos casos de DMD s3o decorrentes de mutagdes herdadas e um tergo
de mutagdes novas. Cerca de 58% dos afetados possuem grandes delegSes ou insergdes; 41%
pequenas delegdes ou inser¢des e mutagdes de ponto que causam codons de terminagdo prematura da
tradug@o; o restante decorre de duplicagdes do gene dys (Kapsa et al., 2003).

A distrofina € uma proteina fibrosa da regido subsarcolemal, composta por 3685
residuos de aminoécidos, de massa molecular 427 kDa. E necessaria para a formagdo do

complexo proteico DGC (dystrophin-glycoprotein complex) que conecta o citoesqueleto
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cortical de actina e a matriz extracelular, conferindo flexibilidade e estabilidade ao sarcolema
(Figura 2B). Participam desse complexo outras proteinas como as o e [-distroglicanas, as
sarcoglicanas, a sarcospan, a sintrofina, a distrobrevina e a isoforma neuronal da sintase do
oxido nitrico (nNOS), entre outras. Na auséncia da distrofina, os demais componentes
proteicos tém sua expressdo reduzida e o complexo DGC apresenta-se parcialmente
desestruturado. Como consequéncia, o sarcolema apresenta fragilidade e susceptibilidade a
lesdo durante a contragdo das miofibrilas, o que desencadeia o processo de degeneracdo
muscular caracteristico dos musculos deficientes em distrofina. Entretanto, a fisiopatologia da
doenga ainda nao foi totalmente esclarecida (Deconinck e Dan, 2007; Davies e Novak, 2006;

Kapsa et al., 2003; Blake et al., 2002).
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Figura 2: (A) Representagdo esquematica do gene da distrofina mostrando as diferentes isoformas
proteicas, com as respectivas massas moleculares, resultantes da transcri¢do a partir de promotores
tecido-especificos. B=cérebro, M=musculo, P=células de Purkinje, R=retina, S= células de Schwann, e
G=glia e outros tecidos (expressdo ubiqua) (Blake et al., 2002). (B) Representagdo esquematica do
sarcolema mostrando a distrofina, o complexo proteico associado (DGC, dystrophin-glycoprotein

complex), conectando o citoesqueleto de actina e a matriz extracelular. (Davies e Novak, 2004
modificado).
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1.3. O musculo esquelético distréfico

O mausculo esquelético é o tecido de maior massa de um individuo adulto higido.
Apresenta distribui¢cdo generalizada no organismo, sendo responsavel pela postura, pelos
movimentos, pelo funcionamento do sistema respiratério e por parte significativa do
metabolismo. E um tecido compacto, altamente organizado, formado por células
multinucleadas, de diametro aproximadamente homogéneo, denominadas fibras musculares
ou miofibras devido a sua forma alongada. Cada miofibra é envolvida por uma membrana
denominada sarcolema e contém em seu interior centenas a milhares de miofibrilas, estruturas
formadas por unidades repetitivas denominadas sarcomeros. Os sarcomeros, formados por
filamentos de actina e miosina, constituem as unidades contrateis do musculo e conferem o
padr@o estriado observado em cortes histologicos (Sloper et al., 1978).

As miofibras esqueléticas sdo muito susceptiveis a lesdo apds trauma direto (por
exemplo, por intensa atividade fisica, laceragGes) ou resultante de causas indiretas, como
disfung¢do neuroldgica ou defeitos genéticos. Quando ndo reparadas, essas lesdes podem levar
a perda de massa muscular, deficiéncia locomotora e a letalidade nos piores casos. Entretanto,
a manutengdo da musculatura esquelética € conferida por sua notavel capacidade para se
regenerar, através de um processo eficiente e rapido, mediado por células satélites (Chargé e
Rudnicki, 2004).

As células satélite sdo células precursoras mononucleadas quiescentes encontradas ao
redor de cada miofibra, sendo delimitadas pela 1amina basal. Uma vez ativadas, essas células
dividem-se produzindo mioblastos, que proliferam antes de iniciar a diferenciag@o e a fusdo
em miotubos, até finalmente amadurecer em miofibras (Figura 3). Algumas células satélites
adjacentes a uma tnica miofibra sdo suficientes ndo s6 para regenerar o musculo formando

mais de 100 miofibras, como também para manter o estoque de células satélite (Boldrin et al,
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2007; Shi e Garry, 2006). Uma vez que tenha ocorrido a diferenciagdo, as miofibras ndo se
dividem, e os nucleos ndo replicam seu DNA novamente.

niicleo da michbra célula satélite quiescente

N \/\ 4 \) » \ 4
_lesdo _ 4 fusdo ~ “ diferenciacdo \ maturacdo
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célulasatélite  proliferagdo e renovagdo regeneragdo
quiescente das células satélites nucleo das miofibras

4 e

Figura 3: Representa¢io esquemitica do papel das células satélites na regeneragio muscular.
Em resposta a uma lesdo, a c€lula satélite quiescente ¢ ativada por fatores como FGF, HGF, NOTCH/
NICD e TNF-a. A expressdo do fator de transcrigdo MyoD ¢é aumentada no intervalo de 2 h apés a
lesdo. Estudos recentes indicam que as células satélites fazem auto-renovagio e proliferam produzindo
mioblastos que se fundem para formar miofibras recém-regeneradas (caracterizadas pela localizagdo
central do nucleo) (Shi e Garry, 2006 modificado).

O musculo esquelético distrofico € caracterizado pela presenca de regides contendo
miofibras necrdticas geralmente agrupadas, que podem ser observadas em cortes de bidpsias
de pacientes com DMD mesmo antes de o sinal clinico de fraqueza muscular ser notado.
Proximo as miofibras necrdticas sdo encontrados infiltrados de células inflamatdrias,
predominantemente constituidos de macrofagos e linfocitos T CD4+ (McDouall et al., 1990).

Nos estagios iniciais da distrofinopatia, € possivel notar, simultaneamente a degeneragdo
das miofibras, sinais de regeneragdo muscular ativa, que ocorre com o objetivo de substituir ou
reparar as fibras lesadas. As miofibras recentemente regeneradas apresentam pequeno didmetro,
citoplasma basofilico (devido a presenga de RNA) e nucleos grandes e centralizados. O
mecanismo de regeneragdo € similar ao descrito acima para o musculo esquelético normal. Essas
regides, contendo caracteristicas de lesdo e de regeneragdo, sdo frequentemente denominadas
grupos de degeneragdo-regenera¢do (Deconinck e Dan, 2007). Nessa fase inicial, o nimero de

células satélite no musculo de pacientes afetados pela DMD ¢ maior do que o encontrado em
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musculo normal. Entretanto, foi demonstrado em estudos in vitro que essas células apresentam
menor capacidade de proliferagdo (Blake et al., 2002). Com a progressdo da distrofinopatia, a
capacidade regenerativa das miofibras esqueléticas vai sendo perdida & medida que o tecido
muscular € substituido pelos tecidos adiposo e fibroso, 0 que resulta no quadro de
pseudohipertrofia seguida de atrofia. Nos estigios mais avangados, as células satélite sdo
exauridas devido ao constante estimulo para a proliferagdo (Blake et al., 2002).

A auséncia da distrofina e a desestruturagdo do complexo DGC conferem fragilidade
ao sarcolema, provocando micro-lesdes em resposta ao dano mecanico induzido por
contragdes excéntricas € outros tipos de estresse mecanico. As lesdes na membrana podem
resultar em aumento da permeabilidade das miofibras (com perda de proteinas citoplasmaticas
e infiltragdo por conteudo extracelular), perda da homeostase do célcio e morte celular. Além
da regeneracdo alterada, como descrito anteriormente, outros eventos ocorrem downstream as
lesdes no sarcolema: defeitos vasculares (devido a deslocalizagdo da enzima nNOS e perda da
modulagdo por NO), processo inflamatério crénico e fibrose (Deconinck e Dan, 2007).
Entretanto, o mecanismo completo da fisiopatologia dos musculos deficientes em distrofina

ainda nao é conhecido.

2. O camundongo mdx

Existem varios modelos animais para as distrofinopatias, sendo o mais utilizado o
camundongo mdx devido a facilidade de manutengdo e manuseio (Collins € Morgan, 2003)
(Figura 4A). Essa linhagem, considerada modelo genético e bioquimico da DMD, surgiu
espontaneamente em uma colonia C57BL/10, e foi identificada devido aos elevados niveis da
enzima muscular creatina quinase (CK) no soro (Bulfield et al., 1984). A auséncia de
distrofina funcional nas miofibras resulta de uma mutagio de ponto que cria um cédon de

terminagdo de tradugdo no exon 23 do gene (Collins e Morgan, 2003).
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Como mencionado anteriormente, analises histopatologicas de bidpsias musculares de
pacientes com DMD sugerem fragilidade do sarcolema e maior susceptibilidade a lesGes,
desencadeando uma cascata de eventos: maior influxo de Ca*, apoptose e necrose, infiltragdo
por tecido fibroso e adiposo, isquemia vascular e presenga de infiltrados inflamatérios
(processo inflamatério crénico) (Deconinck e Dan, 2007). O camundongo mdx apresenta um
quadro distréfico semelhante, mas com a ocorréncia de ciclos de degeneragdo e regeneragio
das fibras musculares, € maior capacidade regenerativa em comparagdo aos meninos afetados
pela DMD (Tseng et al., 2002).

A primeira onda de degeneragdo intensa do camundongo mdx ocorre entre a terceira e
a quarta semana de vida. Neste periodo, observa-se a presenga de focos de necrose e de
infiltrados inflamatdrios, quantidades significativas de miofibras em regeneragdo com nuicleos
centralizados e altas concentragdes séricas de CK. Apés as primeiras semanas de vida, um
quadro brando de miopatia associada a fibrose se segue e permanece durante o tempo de vida
do animal, sé tornando-se agudo com a senilidade (Collins e Morgan, 2003; Watchko et al.,
2002).

Apesar de aparentemente menos grave do que na doeng¢a humana, a degeneragdo
muscular € intensificada se os animais s3o submetidos a atividade fisica compulsoria,
principalmente exercicios excéntricos em que a musculatura é alongada enquanto suas fibras
sdo ativadas (Brussee et al., 1997; De Luca et al., 2005). Depois de trés sessdes de corrida em
declive (10 m/min por 10 min e 15° de inclinagdo), os musculos mais afetados sdo o
diafragma (DIA), e o triceps, com poucos danos considerados no tibial anterior (TA) e no
extensor longo dos dedos (EDL) (Brussee et al., 1997) (Figura 4B). Contudo, se o exercicio
for forgado e cronico, aumenta a necrose no musculo gastrocnémio (GA), podendo ser igual
ou inferior ao dano no diafragma (DIA) e no TA (Burdi et al., 2006; Pierno et al., 2007).

Grounds et al. (2008) discutem a importancia do exercicio forgado no aumento da gravidade
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Os mediadores liberados pelos mastécitos aumentam a produgdo de colageno,
contribuindo para a fibrose, atraem outras células inflamatérias e intensificam a destrui¢do
tecidual (Marshall et al., 2004). Os trés tipos principais de mediadores sdo: i) pré-formados:
histamina e proteoglicanos (heparina, sulfato de condroitina), proteases neutras (triptase) e
fatores de crescimento (TNF-a, fator de crescimento de fibroblastos - FGF, fator de
crescimento de células precursoras - SCF, fator de crescimento endotelial vascular - VEGF, e
fator de crescimento e transformagdo beta — TGF-f); ii) neo-formados: metabdlitos do acido
araquidonico (leucotrienos, prostaglandinas, tromboxanos) e fator ativador de plaquetas
(PAF); iii) neo-sintetizados: interleucinas (IL3, IL4, IL5, IL6) e fator estimulador de col6nia
de mondcitos e granulécitos (GM-CSF), produzidos apds ativagdo mediada por IgE
(Mendonga et al., 1986; Metacalfe et al., 1997).

Como mencionado anteriormente, a desgranulagdo de mastocitos e consequente
liberagdo de mediadores inflamatérios pode ser inibida por drogas sintéticas. O hidrocloreto
de olopatadina (Figura 6A), uma nova droga antialérgica, é um potente antagonista do
receptor H1 de histamina e tem sido utilizado com sucesso no tratamento de varias doengas
alérgicas. Tamura e colaboradores (2004), demonstraram que a olopatadina administrada por
via oral na dose de 10 mg/kg/dia, tanto para uso preventivo quanto terapéutico, atenuou a
inflamacgdo cutinea e diminuiu os niveis de citocinas inflamatorias (interferon-y - IFN-y, IL-4,
IL-1b, GM-CSF e fator de crescimento neural - NGF) em ratos modelos de dermatite cronica.
Em outros modelos animais de alergia, a olopatadina atuou como supressor das fases inicial e
tardia, inibindo a liberagdo de histamina, triptase, TNF-a, leucotrienos e prostaglandinas de
mastécitos em cultura priméria (Matsubara et al., 2004; Ohmori et al., 2002). Além disso, € a
primeira droga antialérgica que inibe tanto a infiltragdo quanto a ativagdo de eosinéfilos

(Ohmori et al, 2002).
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A olopatadina ¢ considerada uma droga de ag#o dupla, ou seja, combina o efeito anti-
histaminico com o efeito anti-inflamatério resultante da inibi¢do da liberagdo de mediadores
através da estabilizagdo da membrana dos mastécitos. Uma outra droga também de segunda
geragdo considerada de agdo dupla, apresentando propriedades semelhantes as da olopatadina,
é o cetotifeno (fumarato de cetotifeno, Figura 6B) (Kaditis, 2007).

O cetotifeno € uma substdncia antialérgica potente, sendo um bloqueador ndo
competitivo dos receptores H1 da histamina. Quando administrado por via oral na dose de 1
mg/kg/dia foi considerado um antiasmatico ndo broncodilatador que inibe os efeitos de certas
substancias endégenas conhecidas por serem mediadoras inflamatdrias, exercendo assim
atividade antialérgica (Kaditis, 2007). Contudo, uma das diferengas entre o cetotifeno e a
olopatadina, é que o cetotifeno parece atuar evitando o desencadeamento da resposta

inflamatoria, i.e., apresenta ag@o mais profilatica do que terapéutica (Manzouri, 2006).
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Figura 6: Estrutura quimica dos inibidores de mastécitos, olopatadina e cetotifeno. (A)
Hidrocloreto de olopatadina (Allelock®, Kyowa Hakko Kogyo, Japdo) e (B) Fumarato de cetotifeno
(Zaditen®, Novartis do Brasil).
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4. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma potente citocina pré-inflamatéria, membro da
superfamilia de ligantes TNF que promovem a sinalizagdo inflamatéria. O TNF ¢ sintetizado
como uma proteina monomérica transmembrana (tmTNF) que € inserida na membrana como
um homotrimero e clivada pela metaloprotease de matriz, denominada enzima de conversio
do TNF alfa (TACE; ADAMI17). A clivagem produz um trimero de 51 kDa que é solavel
circulante (solTNF), sendo ambos, tmTNF e solTNF, biologicamente ativos. O equilibrio
entre a sinalizagdo por tmTNF e solTNF ¢ influenciado pelo tipo de célula, seu estado de
ativagdo, o estimulo para a sintese de TNF, atividade de TACE, e expressdo de inibidores
endogenos de TACE levando a efeitos divergentes do TNF sobre a viabilidade celular
(MacCoy e Tansey, 2008; Wajant et al., 2003).

O receptor 1 do TNF, TNFR1, € expresso praticamente em todos os tipos de células e
pode ser ativado pela ligagdo tanto do solTNF quanto do tmTNF, com preferéncia pelo
solTNF. J4 o receptor 2 do TNF, TNFR2, € expresso principalmente por células do sistema
imunitario e pelas células endoteliais, e ¢ preferencialmente ativado pelo tmTNF. A
sinalizagdo do TNF através de seus receptores (TNFR1 e TNFR2) pode provocar uma
variedade de respostas celulares dependendo de varios fatores incluindo o estado metabdlico
da célula e as proteinas adaptadoras presentes. Dependendo dessas diferengas, ocorre a
ativagdo de varias vias de sinalizagdo intracelular, incluindo o fator nuclear kappa-B (NF-kB),
p38, c-jun N-terminal quinase (JNK) resultando em um ntimero de respostas que incluem a
inflamag@o, proliferagdo celular, migragdo, apoptose € necrose (McCoy e Tansey, 2008;
Ware, 2005) .

O TNF-a. possui um papel importante na patogénese de doengas inflamatérias e auto-
imunes, incluindo artrite reumatdide, esclerose multipla e lupus eritematoso sistémico

(McCoy e Tansey, 2008). Estudos recentes tém demonstrado que pacientes afetados pela
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DMD apresentam altos niveis de TNF-a. Essa citocina, que é liberada no musculo por
mastocitos, neutrofilos, macréfagos e miofibras lesadas (Figura 5) (Kuru et al., 2003), parece
ter um papel chave no processo inflamatério da degeneragdo muscular (Grounds e Torrisi,
2004; Grounds et al., 2005; Hodgetts et al., 2006).

Uma significativa redu¢do da necrose, caracteristica das primeiras semanas de vida do
camundongo mdx, foi observada pelo bloqueio do TNF-a utilizando anticorpos monoclonais
neutralizantes (Grounds e Torrisi, 2004), ou uma proteina de fusdo composta pelo dominio
extracelular ligante do receptor de TNF-a ligado a porg¢do Fc da imunoglobulina G humana
(Hodgetts et al., 2006). Entretanto, apesar dos resultados promissores no camundongo mdx, a
terapia baseada na inibigdo do TNF-a utilizando proteinas (anticorpos monoclonais ou o
receptor solivel) tem algumas desvantagens. Essa estratégia terapéutica apresenta custo muito
elevado, além de envolver riscos de contaminagdo e perda de eficidcia por protedlise ou
desenvolvimento de resposta imune especifica (anticorpos contra as proteinas administradas).
Uma droga sintética que iniba a via do TNF-a sem apresentar essas desvantagens, pode
representar um grande avango para a terapia da DMD, doenga cujas possibilidades
terapéuticas sdo ainda bastante limitadas.

A droga sintética LMP-420 (Figura 7), um anédlogo de nucleosideo de purina, é um
inibidor ndo-citotoxico da transcrigdo do TNF-a.. Foi desenvolvida pelo Prof. Dr. George J.
Cianciolo do Duke University Medical Center (Durham, North Carolina, USA), em um
estudo conjunto com a empresa LeukoMed Inc. (http://www.leukomed.com). Até o0 momento, ja
foi demonstrado que 0 LMP-420 inibe a replicagdo tanto do HIV quanto do Mycobacterium
tuberculosis em células mononucleares de sangue periférico humano em cultura (Haraguchi et
al., 2006). Em outro estudo, foi verificado, em um modelo in vitro para investigar a malaria
cerebral, que 0 LMP-420 inibiu a ativagdo de células endoteliais € a citoaderéncia, nessas

células, de hemacias infectadas pelo Plasmodium falciparum, demonstrando um forte efeito
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antiinflamatério da droga (Wassmer et al., 2005). Um estudo para doengas envolvendo
processos inflamatérios intestinais, como a doen¢a de Crohn, demonstrou inibigdo
significativa do TNF-a. em camundongos tratados com a LMP-420 comparados aos ndo
tratados, mas ndo foi observado nenhum efeito sobre a inflamagdo tecidual (Hale e Cianciolo,
2008). Sabe-se que a inibigdo da transcrigdo do TNF-a pelo LMP-420 é mais efetiva em
células humanas do que murinas, mas a porcentagem de inibi¢do ainda nio foi determinada

(Dr. Cianciolo, comunicagio pessoal).

Bes s

Figura 7. Estrutura molecular do LMP-420 (2-NH,-6-Cl-9-[(5-dihydroxyboryl)-pentyl]
purina).

Nesse estudo, foi avaliado o efeito das drogas olopatadina, cetotifeno e LMP-420 na
progressdo da distrofinopatia de camundongos mdx submetidos a atividade fisica
compulséria. A hipétese inicial baseou-se na potencial a¢do antiinflamatéria dessas drogas,
como forma de conter o processo inflamatdrio crénico que acomete os musculos distréficos e,

desta forma, melhorar a condi¢gdo muscular.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das drogas olopatadina, cetotifeno e LMP-420 nos processos de

degeneragdo e regeneragdo de musculos afetados pela DMD utilizando camundongos mdx

como modelo experimental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Realizar a caracterizagdo fenotipica das colonias de camundongos mdx e C57BL/6 do
Centro de Pesquisas em Distrofia Muscular (CPDM).

Estudar o efeito do exercicio fisico compulsério na musculatura esquelética de
camundongos mdx, definindo pardmetros indicativos dos processos de degeneragdo e
regenera¢do muscular.

Avaliar o efeito do tratamento de camundongos mdx submetidos a atividade fisica
compulséria com cetotifeno e olopatadina utilizando parametros de degeneragdo e
regeneragdo muscular.

Avaliar o efeito do tratamento de camundongos mdx submetidos a atividade fisica
compulséria com a LMP-420 utilizando pardmetros de degeneragdo e regeneragdo
muscular. Determinar nos camundongos tratados a porcentagem de inibi¢io da

transcricdo do mRNA do TNF-a.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

Todos os animais utilizados foram mantidos no biotério do Centro de Pesquisas em
Distrofia Muscular (CPDM) da Associagdo de Amigos dos Portadores de Distrofia Muscular
(AADM) em caixas de polipropileno dispostas em uma estante isoladora (Alesco, Sdo Paulo,
Brasil), com termostato e temporizador. Alimento e dgua foram consumidos ad libitum com
ciclos de luz de 12 horas. As colonias de camundongos do biotério do CPDM foram
estabelecidas a partir de animais fornecidos pela Universidade Federal Fluminense (RJ). Este
estudo tem aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Ribeirdo Preto
(UNAERP).

Para avaliar a agdo anti-inflamatdria das drogas em estudo no camundongo mdx, foram
selecionados camundongos machos de quatro semanas de vida, idade correspondente ao pico
da primeira onda de degeneragdo muscular. Para acentuar a lesio muscular e o processo
inflamatério os animais foram submetidos a cinco semanas de corrida em esteira elétrica a 20
cm/s, com declive de 16°, trés vezes por semana, durante 20 minutos. Esta atividade iniciou-
se na quarta semana de vida do camundongo, juntamente com o inicio do tratamento com as
respectivas drogas. Para a caracterizagdo fenotipica inicial (4 semanas de vida) e final (9
semanas de vida), os animais foram sacrificados com a utilizagio dos anestésicos xilasina
(Calier, Barcelona, Espanha) e quetamina (Vetbrands, Paulinea, Brasil) na dose de 1 pg/ml
cada, para a retirada do sangue e dos musculos GA e DIA e realizagio dos seguintes
procedimentos: i) dosagem de creatina quinase (CK) sérica; ii) analises histopatologicas
através do preparo de cortes musculares corados com azul de Evans e com H&E; e iii)
extragdo de RNA total para ensaios de PCR em tempo real; iv) extragio de proteina total para

ensaios de Western Blot. O niimero de camundongos utilizados em cada procedimento
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experimental estd indicado nas respectivas figuras do item Resultados. Os animais foram
pesados semanalmente, a fim de ajustar a dose das drogas de acordo com sua massa corpérea.
Para a avaliagdo da olopatadina, do cetotifeno € da LMP-420 foram utilizados
aproximadamente 100 camundongos mdx que foram divididos em tratados e ndo tratados com
as respectivas drogas, conforme descrito no item 2 abaixo. Foram também utilizados 30

camundongos C57BL/6 normais.

2. Drogas utilizadas

2.1. Hidrocloreto de olopatadina e fumarato de cetotifeno

A droga hidrocloreto de olopatadina, aqui referida como olopatadina (Figura 6A), foi
adquirida do Japdo, onde é comercializada com o nome Allelock® (Kyowa Hakko Kogyo,
Tdkio, Japdo), em comprimidos de 5 mg cada. Foi utilizada na dose de 10 mg/kg/dia (Ohmori
et al., 2002, Tamura et al., 2004). O fumarato de cetotifeno, aqui referido como cetotifeno, foi
adquirido no Brasil na forma de xarope e é comercializado com o nome Zaditen® pela
Novartis (Figura 6B), sendo utilizado na dose de 1 mg/kg/dia (Kaditis et al, 2007). Ambas as
drogas foram diluidas a cada dois dias em 4gua Milli-Q estéril e 100 pL, nas respectivas
concentragdes, foram aplicados nos camundongos por via oral (gavagem) diariamente.

Para avaliagdo da olopatadina e do cetotifeno os camundongos mdx foram divididos
em: um grupo com 10 mdx tratados com olopatadina; um grupo com 10 mdx tratados com

cetotifeno; e, um nico grupo com 25 mdx controle ndo tratados.

2.2. LMP-420
A droga LMP-420 (2-NH,-6-Cl-9-[(5-dihydroxyboryl)-pentyl] purine), gentilmente

cedida pelo Prof. Dr. George J. Cianciolo do Duke University Medical Center (Durham,
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North Carolina, USA), ¢ uma molécula pequena, analoga a um nucleosideo de purina (Figura
7) e com agdo inibitdria da transcrigdo do mRNA do TNF-a (Wassmer et al., 2005). E soluvel
em solugdo aquosa de sorbitol a 5% e pode ser administrada por via oral, subcutinea ou
intraperitoneal.

Para avaliagdo do efeito da LMP-420, os camundongos mdx foram divididos em 2
grupos: i) um grupo com 20 mdx tratados diariamente com 100 pL de uma solug¢do aquosa de
LMP-420 em sorbitol a 5%, injetados por via subcutanea (dose 25 mg/kg/dia); ii) um grupo
controle com 20 mdx tratados com 100 pL de sorbitol a 5% (veiculo), injetados por via
subcutianea. A LMP-420 foi diluida a cada dois dias e guardada na geladeira sob o abrigo da

luz.

3. Dosagem de creatina quinase (CK) sérica

Os camundongos C57BL/6 e mdx foram anestesiados com xilasina/quetamina, na dose
de 1 pg/mL cada, para coleta de aproximadamente 500 pL de sangue de cada animal por
pungdo cardiaca (cuidadosamente para evitar hemolise). As amostras foram mantidas a 4°C
por 1 h para coagulagdo e posteriormente centrifugadas a 2000xg durante 5 minutos a 4°C.
Aproximadamente 40 pL de soro foram utilizados para a dosagem de CK utilizando o kit
creatina fosfoquinase (CPK, Doles, Goidnia, Brasil), que se baseia em um método
colorimétrico simples, seguindo as instrugdes do fabricante. As dosagens foram realizadas em
duplicata. Os valores dos niveis séricos de CK dos animais na nona semana de vida foram
comparados entre si € com os valores obtidos de animais de quatro semanas através de analise

estatistica pelo software GraphPad Prism v.4.03, conforme descrito no item 8.
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4. Analises histolégicas de cortes musculares

4.1. Obtengdo dos misculos gastrocnémio (GA) e diafragma (DIA) e preparo de cortes
histolégicos em parafina

Imediatamente  apés o sacrificio dos camundongos por anestésicos
(xilasina/quetamina, na dose de 1 pg/mL cada) e deslocamento cervical, o0 GA e o DIA foram
retirados, lavados em PBS (137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCl; 4,3 mM de Na,HPO,4; 7 mM
de KH,POy) e processados seguindo o protocolo padronizado no Laboratério de Histologia do
Centro de Pesquisas em Distrofia Muscular (CPDM-AADM/UNAERP). Os musculos foram
dispostos, individualmente, em cassetes de histologia e colocados para fixagio em
paraformaldeido 4 % (Sigma) por 18 a 20 horas. Apos esta fase, foi realizada a desidratagdo
dos tecidos colocando-os, consecutivamente, em concentragdes crescentes de alcool etilico
(Merck): 50 % por 8 minutos, 70 % por 30 minutos, 80% por 30 minutos, 90 % por 30
minutos, 95 % por 30 minutos e 100 % por 45 minutos com 3 trocas de 15 minutos cada;
seguido de alcool etilico absoluto misturado com benzol (1:1) (Labsynth) por 15 minutos e
posteriormente, benzol por 30 minutos também com trés trocas. Em seguida, realizou-se a
inclusdo em parafina (Histosec pastilhas, Merck) por 30 minutos; o material foi retirado e
incluido em uma nova solugéo de parafina por mais 30 minutos. Durante a microtomia, foram
utilizados blocos de parafina para fazer cortes histoldgicos de 5 pm que foram fixados em
laminas de vidro (Bioglass) com albumina (Seracare, Life Sciences) e agua. As laminas
permaneceram por 2 horas na estufa a 60°C e, apds esse tempo, foi iniciado o processo de
desparafiniza¢do, mergulhando-as em Xilol (Panreac Quimica) por duas vezes de 5 minutos
cada, na mistura de Xilol e 4lcool etilico absoluto (1:1) por 4 minutos, € em concentragdes
decrescentes de dlcool etilico: 100% por 4 minutos, 95% por 3 minutos, 90% por 3 minutos,

80% por 3 minutos, 70% por 3 minutos e, por fim, 50% por 3 minutos. Para a hidrata¢do das
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laminas, foram realizadas lavagens em &4gua corrente por 5 minutos e 4dgua destilada. As
laminas foram mergulhadas na solug@o corante hematoxilina por 45 segundos. Em seguida,
foi retirado o excesso do corante com agua corrente por 5 minutos e dgua destilada. As
laminas foram colocadas em solugdo de eosina por 45 segundos. A partir disso, foi iniciado
um novo processo sequencial em que as laminas foram colocadas em alcool etilico 95% por 1
minuto com trés trocas, solugio de Xilol e alcool etilico absoluto (1:1) por 45 segundos, e trés
lavagens com Xilol por no minimo 5 minutos. Fez-se a montagem e finalizagdo das laminas

usando Permount (Fisher) e laminula de vidro 26x76mm (BIOGLASS).

4.2. Obtengio de cortes congelados corados com azul de Evans

O corante vital azul de Evans (Evans Blue Dye, EBD) é utilizado para a detecgio de
miofibras apresentando lesdo no sarcolema (Hamer et al., 2002) Este corante infiltra as
miofibras lesadas, que passam a apresentar fluorescéncia de cor vermelha quando excitadas
com luz de comprimento de onda 495 nm. Cerca de 20 h antes do sacrificio, os animais foram
injetados por via intraperitoneal com 100 pL de solugdo aquosa estéril de EBD a 1% por 10 g
de massa corpdrea. Para a obtengdo de cortes congelados, logo apds a retirada, os musculos
foram imersos em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. Para a realizagdo do corte, o
material foi orientado em aparato para a inclusdo em Tissue-Tek® (Sakura), congelado com
acetona e gelo seco e assim transferido para a cdmara do criostato (Leica) do Laboratério de
Patologia do Hospital Beneficéncia Portuguesa ou do Laboratério de Histologia do
Departamento de Biologia Celular € Molecular e Bioagentes Patogénicos. Foram realizados
cortes transversais de 30 pm de espessura com navalha de ago. Os cortes foram estendidos
com anti-roller e colhidos em laminulas 24x24 mm, por contato direto e consequente

aderéncia por diferenga de temperatura.
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4.3. Aquisi¢do das imagens e analise histolégica quantitativa

Para a aquisi¢do das imagens dos cortes histologicos, foi utilizado o microscépio de
fluorescéncia Nikon Eclipse 800 contendo uma camera digital DMX 1200 acoplada, do
Laboratério de Biologia Celular € Molecular de Mastécitos (FMRP-USP) coordenado pelas
Profas. Dras. Maria Célia Jamur e Constance Oliver. Para a analise quantitativa, foi utilizado
o programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov). Os pardmetros de analise foram: i) porcentagem
de células com nicleos ndo periféricos, caracteristica de regeneragdo muscular (Figura 8A);
ii) area relativa contendo infiltrados inflamatérios (Figura 8B); iii) 4rea relativa contendo
caracteristicas de regeneragdo recente, isto é, fibras pequenas geralmente agrupadas,
fortemente basofilicas, com citoplasma de coloragdo uniforme € nucleo central vesicular, em
regides onde ndo sdo observados infiltrados inflamatérios (Figura 8C); iv) 4rea relativa
ocupada por miofibras apresentando lesdo no sarcolema indicada pela presenga de EBD no
sarcoplasma, um indicador de lesdo celular (Figura 8D). Para todos os pardmetros analisados
€ expressos como porcentagem de area, foi considerada a area total analisada do corte como
100%. As andlises foram realizadas em teste cego. Apds esse processo, os dados foram
analisados através do programa de estatistica GraphPadPrism v.4.03, conforme descrito no

item 8.
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Figura 8: Imagens representativas de cortes musculares de camundongo mdx nio
tratado corados com H&E e azul de Evans. (A) As cabegas de setas amarelas (V)
indicam a presenga de nucleos periféricos, e as cabegas de setas vermelhas (Y¥) indicam a
presenga de ntcleos ndo periféricos; (B) A linha vermelha demonstra um exemplo de
como a area foi selecionada para a quantificagdo de infiltrados inflamatoérios; (C) A linha
azul indica um exemplo de area selecionada para a quantificagdo de agrupamentos de
miofibras em processo de degeneragdo-regeneragdo; (D) Observa-se em vermelho
miofibras infiltradas com azul de Evans em imagem adquirida com microscopia de
fluorescéncia. Os nucleos estdo marcados em azul (DAPI).

4.4. Ensaios de imunofluorescéncia: imunohistoquimica

Foram realizados ensaios de imunohistoquimica para a confirmagdo fenotipica dos
camundongos C57BL/6 e mdx, com base na presenga ou auséncia da distrofina no sarcolema
das miofibras, e para a marcag@o de galectina-1 antes e apds o programa de exercicio fisico
compulsério. Apés sacrificio dos animais com anestésico e deslocamento cervical, o musculo
GA de um dos membros foi retirado, lavado em solugéo salina e envolvido em talco em p6

para crioprote¢do, sendo em seguida imerso em nitrogénio liquido. Cortes transversais de 5
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pm de espessura foram feitos em criostato Leica no Laboratério de Patologia do Hospital
Beneficéncia Portuguesa de Ribeirdo Preto. Os cortes foram colhidos em laminulas de 24 x 24
mm, por contato direto, ocorrendo aderéncia por diferenga de temperatura. As criosse¢des
foram bloqueadas com soroalbumina bovina (BSA) 1% e IgG de cabra a 5 pg/mL em PBS
por 1 hora. Em seguida, foi feita a incubag@o com anticorpo policlonal anti-distrofina (Santa
Cruz Biotechnology) ou anti-galectina-1 (Cerri et al., 2008) na concentragdo de 10 pg/mL por
1 hora a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados seis vezes por 5 minutos com PBS e
incubados com o anticorpo secundario (5,7 pg/mL de cabra anti-IgG de coelho mais FITC)
durante 1 hora. Em seguida, os cortes foram lavados 6 vezes por 5 minutos com PBS e
finalmente montados em Permount:PBS (2:1). As imagens foram obtidas em uma camera

digital Nikon DMX-1200 acoplada ao microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse 800.

5. Anilise dos niveis de mRNA por PCR em tempo real

5.1. Extragido de RNA total dos misculos GA e DIA

Ap0s o sacrificio dos camundongos, os musculos GA e DIA foram retirados, lavados
em solugdo salina, congelados imediatamente em nitrogénio liquido, pesados e mantidos em
freezer a -80°C até o momento da extragdo. As amostras congeladas foram colocadas em um
cadinho de porcelana com pistilo € maceradas em nitrogénio liquido até completa
pulverizagdo. Foi entdo acrescentado o reagente Trizol na proporgdo de 1 mL do reagente para
50 a 100 mg de tecido macerado, de forma que a amostra ndo ultrapassasse 10% do volume
do reagente utilizado para a homogeneizagdo. Ap6s completa homogeneizagdo, as amostras
foram submetidas a centrifuga¢do, 12000xg por 10 minutos a 4°C, com o objetivo de remover
o material insoluvel. Em seguida, foi realizada a incubagio do homogeneizado por 5 minutos

a temperatura ambiente para a completa dissociagdo dos complexos acidos nucléicos -
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proteinas. Foram adicionados 200 pL de cloroférmio (Merck) para cada 1 mL de Trizol. As
amostras foram agitadas em vortex por 15 segundos, incubadas por 2 minutos a 4°C a
temperatura ambiente € novamente centrifugadas a 12000xg por 15 minutos. A fase aquosa
contendo o RNA total foi cuidadosamente coletada e 4 mesma foram adicionados 500 pL de
isopropanol (Merck) para cada 1 mL de Trizol. As amostras foram incubadas a4 temperatura
ambiente por 10 minutos e a -20°C por 24 horas. O RNA precipitado, praticamente invisivel,
foi coletado apds centrifugagdo a 12000xg por 30 minutos a 4°C e lavado com 1 mL de etanol
75% (Merck); agitando-se rapidamente em vortex para homogeneizar. Apds centrifugagdo a
7500g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi removido. O pellet, seco ao ar em capela de
fluxo, foi ressuspendido em 20 pL de agua pré-tratada com DEPC e a quantificagdo foi feita
em espectrofotdmetro (Beckman, Palo Alto, USA) nos comprimentos de onda de 260 nm e

280 nm.

5.2. Reacio de transcrigio reversa (RT)

A fim de obter moléculas de DNA complementar (cDNA) para serem utilizadas como
molde na amplificagdo de genes de interesse por PCR, foram realizadas reagdes de transcrigdo
reversa (RT) utilizando o kit SuperScript III (Invitrogen). As reagdes foram montadas em
tubos de 0,2 mL adicionando-se: 2 pg de RNA total, 1 uL de oligo dT primer a 0,5 pg/uL,
1 uL de annealing buffer a 10 mM em um volume final de 6 pL. A reagdo foi incubada a
65°C por 5 minutos e 4°C por 1 minuto em termociclador (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Foram adicionados 2 pL de 2xFirst Strand e 10 pL da SuperScript III e a mistura
foi incubada a 50°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -

20°C até o momento do uso.
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5.3. Oligonucleotideos (primers)

A sequéncia dos oligonucleotideos, os respectivos genes e o tamanho dos fragmentos
amplificados sdo mostrados na Tabela I abaixo. O gene constitutivo ciclofilina de
camundongo foi utilizado como controle endégeno (housekeeping) das reagdes de PCR

quantitativo em tempo real.

Tabela I: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reagées PCR em tempo real.

Genes Primer sense (F) Primer anti-sense (R) lAmplicon (pb)
ITNF-a
TCTCATCAGTTCTATGGCCC | GGGAGTAGACAAGGTACAAC 213
Ciclofilinal ) GCGTTTTGGGTCCAGGAAT | AAATGCCCGCAAGTCAAAAG 91

5.4. PCR quantitativo em tempo real

Amostras de cDNA dos musculos GA e DIA foram utilizadas para os ensaios de PCR
em tempo real para quantificagdo dos niveis de mRNA dos genes TNF-a e ciclofilina que foi
amplificado como controle (Tabela I). Foi utilizado o reagente SybrGreen (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e as reagdes foram processadas em um termociclador
(Eppendorf-realplex’, New York, NY, USA), no Laboratério de Bioquimica Clinica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). Em cada reag3o,
foram adicionados: 1 pL de cDNA para cada 6,25 uL do mix Sybrgreen, 1 pL de cada primer
a 2,5 uM, 1 pL a 3,25 puL de 4gua DEPC, para totalizar um volume final de 12,5 pL. Para
todas as amostras, as reagdes foram feitas em duplicata e incubadas em termociclador
utilizando o seguinte programa de ciclagem: i) pré-incubagio a 50°C por 2 min, 95°C por 5
min.; ii) 48 ciclos para amplificagdo do TNF-a a 95°C por 20 s, 60°C por 35 s, seguido da

curva melting (95°C por 15 min, 60°C por 15 s, 20 min até chegar a 95°C por 15 s).
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Os niveis de mRNA foram calculados pelo método de quantificagdo relativa sem
calibrador pela férmula: 10.000/2°, em que ACt = média do Ct do gene alvo — média do Ct
do controle endégeno (Albesiano et al., 2003). O Ct (cycle threshold) é o ciclo em que a
amostra excede a fluorescéncia basal, ou seja, o ciclo em que a fluorescéncia da amostra é
inequivocamente detectada acima do ruido de fundo (background). O limiar de detecgdo é
estabelecido pelo usuédrio ao final de uma corrida de PCR em tempo real e deve ser
posicionado na regido exponencial geométrica das curvas de amplifica¢do, em qualquer ponto
acima do ruido basal, porém, abaixo da fase linear de amplificagdo ou do platé final. Os
valores de Ct obtidos para as amostras revelam indiretamente a quantidade de mRNA presente
nas amostras em estudo, nesse caso, musculos de camundongos mdx tratados com LMP-420
ou com o veiculo, permitindo uma analise comparativa. Os niveis de mRNA obtidos para

cada musculo foram representados em unidades relativas de expressdo (URE).

6. Indugio de lesio muscular por BaCl,

Camundongos C57BL/6 (7-10 semanas de idade) foram submetidos a lesdo por BaCl,,
Foram injetados 50 pL de uma solugdo de cloreto de bario estéril a 1,2 % (BaCl,, Carlo Erba,
Mildo, Itdlia) no musculo GA esquerdo de cada camundongo e 50 pL de NaCl 0,9 % no
musculo GA direito (controle). Para analisar a expressdo da galectina-3 durante o processo de
regeneragdo muscular, foi realizada inicialmente uma analise do perfil de expressio com
relagdo ao tempo de lesdo. Apds definir que o terceiro dia, conforme apresentado na PARTE
III (item 3) de Resultados, foi o tempo de maior expressdo da galectina-3, optou-se por
realizar analises ap6s 1, 3 e 7 dias da lesdo induzida em camundongos previamente tratados
com a droga LMP-420.

Os camundongos C57BL/6 (7-10 semanas de idade) foram tratados por 10 dias com a

LMP-420. No décimo primeiro dia, o BaCl, foi injetado conforme descrito acima. O
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tratamento com a LMP-420 continuou durante todo o periodo deste procedimento, ou seja, até
no dia do sacrificio dos animais. Os musculos retirados foram congelados em nitrogénio
liquido e armazenados no -80C até o momento do processamento das amostras conforme

descrito no item 7.

7. Ensaios de western blot e imunodetecc¢io das galectinas 1

7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presen¢a de dodecilsulfato de sédio
(SDS-PAGE)

Ap0s sacrificio dos animais com anestésico e deslocamento cervical, os musculos GA
foram congelados por alguns segundos em nitrogénio liquido, pesados e pulverizados em
cadinho de porcelana na presenga de nitrogénio liquido. Para o preparo das amostras a serem
aplicadas em géis de SDS-PAGE, foi adicionado tampdo de amostra (Tris-HCl 62,5 mM pH
6,8, SDS 2 % (p/v) ; glicerol 5% (v/v), SERVA blue 0,10mM, 2-mercaptoetanol 0,9 %,
EDTA 0,25 mM e vermelho de fenol 30 uM). Apds obtengdo de uma suspensdo, a mesma foi
fervida durante 5 minutos. O material insoluvel foi retirado por centrifugagio a 20.000xg a
4°C por S minutos. Os sobrenadantes (extratos proteicos) foram entdo analisados em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), utilizando o sistema de tamp&o descontinuo descrito por
Laemmli e Favre (1973). Para SDS-PAGE foram utilizados mini-géis contendo gradiente de 5

a20%.

7.2. Imunodetec¢io em membranas de nitrocelulose
O procedimento de eletrotransferéncia e imunodetecgio foi realizado como descrito
previamente (Towbin et al., 1979; Cerri et al., 2008). Apds a transferéncia, a membrana de

nitrocelulose foi corada com Ponceau 0,5 % em 4cido tricloroacético (TCA) a 0,3% por 15
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minutos e lavada com agua, para remover o excesso de corante e visualizar as bandas. Os
sitios inespecificos da membrana foram neutralizados com a solugdo de bloqueio [5% de leite
desnatado em p6 em TBS/T (Tris HCl 50 mM pH 8,0; NaCl 150 mM, e Tween-20 0,05%)]
sob agitagdo continua por uma hora & temperatura ambiente. A membrana foi lavada cinco
vezes em TBS/T e entdo foi adicionado o anticorpo primario (policlonal de cabra anti desmina
a 1,0 pg/mL, SantaCruz Biotechnology) juntamente com policlonal de coelho anti-galectina-1
(Cerri et al., 2008). A incubagdo foi mantida por 1 h a temperatura ambiente, sob agitagio.
Em seguida o anticorpo primério ndo ligado foi retirado por cinco lavagens de 5 minutos
cada, quando entdo foi adicionado o anticorpo secundario conjugado a peroxidase
(concentragdo final 40 ng/mL), por uma hora a temperatura ambiente. sob agitagdo, seguido
de cinco lavagens de 5 minutos cada. A seguir, em cdmara escura, a membrana foi banhada
com a solugdo de revelagdo que consiste na mistura na proporgao de 1:1 dos reagentes do “kit
ECL-Western Blotting analysis system” (Santa Cruz Biotechnology) e exposta a filmes de

raio-x. Apos a exposi¢do, o filme foi revelado manualmente.

8. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism v.4.03, com
aplicagdo do teste t de Student ndo pareado, sendo a significancia estatistica baseada em P < 0,05.

Os resultados quantitativos foram expressos como média + SEM (erro padrdo da média).
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RESULTADOS

PARTE I — Caracteriza¢io das colonias de camundongos mdx e C57BL/6 do

Centro de Pesquisas em Distrofia Muscular (CPDM)

1. Analise da expressédo da distrofina por imunohistoquimica

Com o intuito de confirmar o fenétipo das colonias de camundongos a serem utilizados
neste estudo, primeiramente foram realizados ensaios de imunohistoquimica para verificagdo da
expressio da distrofina em cortes musculares de GA de animais mdx e C57BL/6 adultos
escolhidos aleatoriamente. Em paralelo, cortes do mesmo musculo foram corados com H&E para
andlise histologica qualitativa.

Observa-se na Figura 9, a diferenga morfologica entre as fibras musculares dos
camundongos C57BL/6 (9A e 9C) e mdx (9B e 9D). Conforme esperado, os camundongos
C57BL/6 (controles normais) apresentaram marcagdo na periferia das fibras (Figura 9C, em
verde), indicando a presenca da distrofina associada ao sarcolema. Os animais mdx ndo
apresentaram nenhuma marcagdo para distrofina, confirmando assim, a auséncia desta proteina
(Figura 9D). As caracteristicas morfoldgicas observadas nos cortes corados com H&E sdo
compativeis com quadro de distrofinopatia nos camundongos mdx adultos, principalmente o
grande nimero de miofibras com nucleo central, indicativo de células em regeneragio (Figura 9B,
cabegas de seta). Nos cortes histologicos dos animais controles nota-se uma coloragdo

homogeénea, com fibras de tamanhos regulares e nicleos achatados na periferia celular (Figura

9A).
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Figura 9: Confirmacio fenotipica das colonias de camundongos C57BL/6 e mdx através
de analise histolégica. Cortes dos musculos GA de animais C57BL/6 (A e C) e mdx (B e D);
corados com H&E (A e B) ou submetidos a imunohistoquimica com anticorpo anti-distrofina
e anticorpo secundario conjugado com FITC (C e D). As cabegas de setas indicam nucleos
das miofibras. Barra, 10 pm.

2. Avaliagio do efeito da atividade fisica compulséria nos camundongos

2.1. Dosagem de creatina quinase (CK) sérica

Para verificar o efeito do programa de atividade fisica compulséria utilizado, foi
avaliada a atividade de CK sérica de camundongos normais e mdx nio tratados, antes e apds
as cinco semanas de exercicio. Conforme esperado, camundongos mdx de 4 semanas de idade
apresentaram niveis de CK superiores aos dos C57BL/6 com diferencga estatistica significativa
(niveis 265% maiores, P=0,0002); uma medida indireta da degeneragio muscular
caracteristica dessa idade (Figura 10). Os camundongos mdx de 9 semanas de idade
sedentédrios (9s s/ex) apresentaram uma diferenga estatisticamente significativa quando

comparados com os mdx de 4 semanas (188% de aumento, P=0,0005), mostrando que a lesdo
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de miofibras persiste neste intervalo de tempo. Concordante com a literatura, os camundongos
mdx de 9 semanas de idade exercitados (9s c/ex) (conforme descrito no item 1 de Material e
Meétodos) apresentaram um aumento significativo da atividade sérica de CK quando
comparados com os de mesma idade sedentarios (152%, P=0,0346), uma evidéncia indireta
de que o programa de atividade fisica compulsoria utilizado intensificou a lesdo e a
degeneragdo da musculatura esquelética dos camundongos mdx. Além disso, a comparagdo
dos niveis de CK no inicio e no final do periodo experimental (camundongos mdx de 4
semanas de idade versus de 9 semanas submetidos a atividade fisica) mostrou uma diferenga
significativa (aumento de 286%, P<0,0001), evidenciando a adequagdo do procedimento

utilizado para estudar o potencial efeito das drogas em manter a condigdo muscular.

P<0,0001
— P=0,0346
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Figura 10: Efeito da atividade fisica compulséria sobre os niveis de CK sérica em
camundongos sem tratamento. Foi utilizado soro de camundongos C57BL/6 e mdx ndo
tratados, antes e ap6s as cinco semanas de atividade fisica compulséria. Note a diferenga
significativa do grupo mdx 9s c/ex comparado com o grupo de mdx 4s (P<0,0001) e com o
grupo de mdx 9s s/ex (P=0,0346), indicando maior degeneragdo muscular.
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2.2. Avaliagido morfolégica dos misculos GA e DIA antes e ap6s a atividade fisica

As condiges gerais da musculatura esquelética de camundongos mdx foram avaliadas
pela andlise dos musculos GA e DIA (Figuras 11 e 12, respectivamente), antes e apos o
programa de atividade fisica. Pode-se observar, em ambos os musculos corados com H&E, no
ponto inicial do experimento (4 semanas de idade, correspondente ao pico da primeira onda
de degeneragdo muscular do camundongo mdx), a morfologia tipica da distrofinopatia:
miofibras com niicleos ndo periféricos, apresentando didmetros irregulares e a presenga de
infiltrados de células inflamatérias (Figuras 11B e 12B). A presenga de miofibras lesadas foi
confirmada pela utilizag8o do corante vital azul de Evans, que infiltra fibras com lesdo no
sarcolema. As miofibras infiltradas pelo corante apresentam fluorescéncia de cor vermelha,
como mostram as Figuras 11D e 12D. Os cortes correspondentes de camundongos C57BL/6
mostraram musculos integros, com miofibras de didmetro homogéneo e nucleos achatados
localizados na periferia (Figuras 11A e 12A). Além disso, ndo foram detectadas miofibras
com lesdo no sarcolema (Figuras 11C e 12C).

No ponto final do experimento (camundongos de 9 semanas, apds 5 semanas de
atividade fisica compulséria), foi observada uma degeneragdo muscular aparentemente similar
tanto no GA quanto no DIA dos camundongos mdx (Figuras 11H e 12H, respectivamente). A
anélise quantitativa deste parametro, ou seja, a area relativa ocupada por miofibras com lesdo
no sarcolema, serd apresentada no item 1.3.1 da PARTE-II de Resultados (Figura 16). Da
mesma forma como observado em 4 semanas, camundongos C57BL/6 ndo apresentaram
alteragdes em ambos os musculos analisados (Figuras 11E e 12E). Nenhum foco de lesdo foi

detectado (Figuras 11G e 12G).
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Figura 11. Anailise histopatolégica do musculo gastrocnémio de camundongos mdx e C57BL/6 de
4 (A a D) e 9 semanas (E a F), apés 5 semanas de atividade fisica compulséria. As coloragdes com
H&E (B e F) evidenciam o fenétipo distrofico dos camundongos mdx, em comparagdo com a
morfologia normal (A e E). A infiltragdo pelo corante azul de Evans mostra a presenga de focos de
miofibras com lesdo no sarcolema nos camundongos mdx (D e H, em vermelho), mas nio nos normais
(C e G). Barra, 10 um.
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Figura 12: Analise histopatolégica do diafragma de camundongos mdx e CS7TBL/6 de 4 (A a D) e
9 semanas (E a F), ap6s 5 semanas de atividade fisica compulséria. As colora¢des com H&E (B e
F) evidenciam o fenétipo distréfico dos camundongos mdx, em comparagdo com a morfologia normal
(A e E). A infiltragdo pelo corante azul de Evans mostra a presenga de focos de miofibras com lesdo
no sarcolema nos camundongos mdx (D e H, em vermelho), mas nao nos normais (C e G). Barra, 10
pm.
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2.3. Analise da expressio de galectina-1 (Gal-1) nos miusculos GA e DIA de
camundongos normais e mdx

Com o objetivo de avaliar a expressdo diferencial de proteinas relacionadas aos
processos de degeneragdo e regenera¢io muscular foram realizados ensaios de
imunohistoquimica e western blot utilizando anticorpos especificos para as proteinas TNF-a,
TGF-B, colagenos I e III, e Gal-1. Ndo foram obtidas marcagdes em amostras de GA e DIA
para as proteinas TNF-a € TGF-B provavelmente devido aos baixos niveis dessas citocinas
nos musculos. Os coldgenos I e III também ndo foram detectados, o que pode ser atribuido a
qualidade dos anticorpos comerciais utilizados, uma vez que essas proteinas estdo presentes
em musculos esqueléticos.

Os resultados obtidos com o anticorpo anti-galectina-1 em cortes de GA mostraram
que camundongos mdx de 4 semanas de vida apresentaram marcagdo mais intensa do que
camundongos C57BL/6 de mesma idade (Figuras 13A e 13B). A localiza¢do de Gal-1 no
musculo dos camundongos C57 apresentou-se de forma organizada e mais concentrada
proximo ao sarcolema (Figuras 13A e 13C). Em contrapartida, a localizagdo de Gal-1 nos
camundongos mdx mostrou um padrdo desorganizado tanto na periferia quanto no interior das
miofibras (Figura 13B, 13D e 13F). O programa de atividade fisica compulséria utilizado

resultou em aumento dos niveis de Gal-1 no GA (Figuras 13B, 13D e 13F).
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semanas

Figura 13: Imagens representativas dos ensaios de imunohistoquimica mostrando a
expressio de Gal-1 no musculo GA de camundongos C57BL/6 (C57) (A, C, E) e mdx (B,
D, F). Para a detecgdo de Gal-1 foi utilizado anti-Gal-1 (Cerri et al., 2008) e um anticorpo
secundario conjugado (Alexa 488). Quando comparados camundongos de mesma idade, o
mdx apresenta um maior nivel de Gal-1 do que o C57 antes (B versus A, 4 semanas) e depois
do periodo de atividade fisica (D versus C, 9 semanas). Analisando a marcagao no interior de
uma miofibra, a marcagio de Gal-1 no C57 (E) € aparentemente localizada nas miofibrilas em
um padrio bem organizado; nas miofibrilas do mdx (F), esse padrdo ndo € observado. Barra:
10 um para A-D e 2 pm para E e F (Cerri, et al 2008).
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Com o intuito de quantificar e confirmar os resultados obtidos na Figura 13 foram
realizados ensaios de western blot (Figura 14). Amostras equivalentes dos musculos GA e
DIA foram analisadas em géis corados com Coomassie blue (Figura 14A), eletrotransferidas e
submetidas & imunodetec¢do com anti-Gal-1 e quantificadas utilizando o programa Image].
Como esperado, os resultados da Figura 14B confirmaram niveis aumentados de Gal-1 nos
camundongos mdx comparados aos C57 de mesma idade, em ambos os musculos (* P =
0,0003 e # P <0,0001 para GA, 4 e 9 semanas de idade, respectivamente € * P = 0,0031 e # P
= 0,0021 para DIA, 4 ¢ 9 semanas de idade).

Estes resultados indicaram que a atividade fisica mantém altos niveis de Gal-1 nos
musculos distroficos, ou seja, Gal-1 tem seus niveis aumentados durante a degeneragdo

muscular (Figuras 14E e 14F), além de ter sua localizag@o alterada.
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Figura 14: Anilise quantitativa da expressio de Gal-1 no misculo esquelético de
camundongos C57Bl/6 e mdx antes e ap6s atividade fisica. (A) Gel corado com Coomassie
blue mostrando as quantidades iguais das amostras do extrato de musculos GA e DIA de
camundongos C57BL/6 (C57) e mdx antes (4s) e ap6s (9s) 5 semanas de fisica atividade. (B)
Immunoblots equivalentes, marcados com anti-Gal-1 (e anti-desmina como controle
constitutivo); as bandas foram quantificadas por densitometria. O grafico mostra diferengas
estatisticas nos niveis de Gal-1 dos camundongos mdx em comparagdo com C57 para ambos
os musculos analisados (*P = 0,0003 e #P <0,0001 para GA, 4 ¢ 9 semanas de idade,
respectivamente, e *P = 0,0031 e #P = 0,0021 para DIA, 4 e¢ 9 semanas de idade). Note que a
anélise quantitativa confirmou o aumento da expressdo de Gal-1 no musculo esquelético de
camundongos mdx ap6s a atividade fisica obrigatoria (Cerri, et al 2008).
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PARTE 11 - Avaliagdo do efeito do tratamento com cetotifeno e olopatadina

em camundongos mdx

1. Avaliagio semanal da massa corporal

Foi avaliada a massa corporal dos animais semanalmente durante todo o periodo
experimental e ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos, mesmo apos 5 semanas de atividade fisica e tratamento. As massas dos camundongos
variaram, em média, de 10g (4 semanas de vida) a 20g (9 semanas de vida). Este dado sugere
que tanto o cetotifeno quanto a olopatadina, nas doses utilizadas no estudo (10 mg/kg/dia e 1
mg/kg/dia, respectivamente) ndo provocaram ganho ou perda de peso importante nos animais.
Entretanto, a avaliagdo semanal da massa foi utilizada para ajustar a dose do medicamento

quando necessario.

2. Dosagem de creatina quinase (CK) sérica

A atividade de CK sérica dos camundongos em estudo foi avaliada no inicio e no final
do periodo de atividade fisica e tratamento. No final do periodo, camundongos mdx tratados
tanto com o cetotifeno quanto com a olopatadina mostraram redugdo nos niveis de CK (23% e
37%, respectivamente). Apresentaram diferenga estatistica (P=0,0002) para ambas as drogas,
em relagdo ao grupo ndo tratado, o que sugere que essas drogas contribuiram para diminuir o

grau de degeneragdo muscular desses camundongos (Figura 15).
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Figura 15: Dosagem da atividade da creatina quinase (CK) sérica em camundongos
tratados ou ndo com cetotifeno e olopatadina. Foi utilizado soro de camundongos mdx
tratados ou nd3o com a olopatadina e o cetotifeno, antes e apds cinco semanas de atividade
fisica compulsdria. Note as diferengas significativas dos grupos tratados com o cetotifeno e
com a olopatadina (P=0,0002 para ambas as drogas) com relagdo ao grupo ndo tratado. A
identificagdo dos grupos e o nimero de animais sao indicados.

3. Avaliagiio dos processos de degeneragio e regeneracido muscular através da analise

histolégica quantitativa dos misculos GA e DIA

3.1. Quantifica¢do dos focos de lesio

Um outro sinal de degeneragdo muscular pode ser observado quando miofibras com
lesdo no sarcolema sofrem infiltragdo pelo corante azul de Evans. Os resultados obtidos
(Figura 16A) mostraram que, no final do experimento, 0 GA apresentou uma area de lesdo
ligeiramente maior do que o DIA, em consequéncia do exercicio fisico excéntrico que forga
esse musculo. O tratamento com cetotifeno resultou em uma diminui¢do estatisticamente
significativa da 4rea relativa ocupada por miofibras apresentando lesdo no sarcolema tanto no

GA (95%, P=0,0008) quanto no DIA (98%, P=0,0293) (Figuras 16A e 16B, respectivamente).
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O tratamento com a olopatadina resultou em diminuigdo da lesdo, apresentando resultado
estatisticamente significativo apenas no musculo GA (73%, P=0,0018) (Figura 16A). E
importante ressaltar que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos

tratados com as drogas estudadas (Figuras 16A e 16B, grupo ceto 1mg versus olo 10mg).
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Figura 16: (A) Area relativa ocupada por miofibras com lesdio no gastrocnémio e no
diafragma apés o periodo de atividade fisica compulséria e tratamento. S0 mostrados
resultados de grupos tratados com cetotifeno (ceto 1mg) e com olopatadina (olo 10mg), dois
inibidores da desgranulag@o de mastdcitos. A redugdo da porcentagem de area com lesdo foi
significativa no grupo tratado com cetotifeno em ambos os musculos analisados, 0 que é um
indicativo de que o tratamento contribuiu para a redugio da lesio. O tratamento com a
olopatadina resultou em diminuig8o significativa da lesdio apenas no misculo GA. A
identificagido dos grupos e o nimero de animais sdo indicados.

3.2. Quantificacio de infiltrados de células inflamatdrias

Para a quantificag@o de infiltrados de células inflamatérias, cada corte histolégico do
musculo em andlise foi percorrido em toda a sua extensdo e a area ocupada por infiltrados foi
determinada em relagdo a drea total do corte, como descrito no item 4.3 de Material e
Métodos, (Figura 8B). A andlise dos resultados mostrou que, no GA, houve um aumento
significativo da 4rea de infiltrados no grupo de camundongos mdx com 9 semanas sem

tratamento em relagdo ao grupo de 4 semanas (314%, P=0,0072) (Figura 17A). Observou-se
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também uma diminuigdo estatisticamente significativa do grupo tratado com a olopatadina no
GA (74,3%, P=0,0180) em relagdo ao grupo sem tratamento. No GA o grupo tratado com
cetotifeno ndo apresentou diferenga estatistica quando comparado com o grupo sem
tratamento (Figura 17A).

No DIA dos camundongos mdx tratados com o cetotifeno foi observado um aumento
ndo significativo na éarea de infiltrados inflamatérios no final do experimento (Figura 17B).
No grupo tratado com a olopatadina, observou-se redugdo da area de infiltrados, mas ndo
significativa quando comparada 4 média desse grupo com a do grupo nio tratado. E
importante notar que, em ambos os musculos analisados, o tratamento com a olopatadina
mostrou resultados mais consistentes neste pardmetro, apresentando um padrdo semelhante
aos animais de 4 semanas de vida. Diferentemente dos animais tratados com o cetotifeno, que
apresentaram resultados sugestivos de que ndo houve melhora no quadro inflamatério do

animal.

=
@®
>

(B) DIA
P=0.0072 P=0.0180

. T

-
o
PO |

Infiltrados inflamatdrios (% area)
N
L

Infiltrados inflamatérios (% area)

: [

Omg Omg ceto img olo 10mg Omg Omg ceto img olo 10mg
n=5 n=3 n=5 n=5 n=3 n=3 n=5 n=5§

mdx 4s mdx 9s mdx 4s ’ mdx 9s

Figura 17: Quantificacio da rea de infiltrados inflamatérios nos musculos GA e DIA de
camundongos mdx tratados ou nio com cetotifeno e olopatadina, antes e apés o periodo
de atividade fisica. (A e B) Resultados gerais dos misculos GA e DIA ndo tratados e tratados
com o cetotifeno e a olopatadina, expressos como média e SEM por grupo. Note a diminuig¢do
significativa (P=0,0180) no GA tratado com a olopatadina com relagdo ao grupo controle. A
identificagdo dos grupos e o numero de animais de cada grupo sdo indicados.
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3.3. Quantificagdo de areas contendo miofibras em processo de degeneragio-
regeneragao

As areas musculares em processo de degeneragdo-regeneragdo foram quantificadas
considerando o seguinte critério morfoldgico: areas contendo fibras pequenas geralmente
agrupadas, fortemente basofilicas, com citoplasma de coloragdo uniforme e nucleo central
vesicular (Pastoret e Sebille, 1995). Vale ressaltar que foram considerados grupos de fibras
com essas caracteristicas em regides onde ndo se observava a preseng¢a de infiltrados
inflamatérios; portanto, esse pardmetro € indicativo de regeneragdo muscular recente. Os
resultados obtidos na Figura 18 A mostram que, no GA, apenas o tratamento como cetotifeno
resultou em diminui¢do significativa das dreas em regeneragdo (69%, P<0,0001) quando
comparado com o grupo ndo tratado. No DIA (Figura 18B), houve diminuigdo significativa
no grupo tratado com o cetotifeno (83%, P=0,0001) em relagdo ao grupo ndo tratado; e
reducdo de 60% (P=0,0144) em relagdo ao grupo tratado com a olopatadina.

Pela anélise histolégica qualitativa foi observada maior integridade muscular nos
animais tratados com ambas as drogas: fibras de tamanho mais homogéneo e coloragdo

uniforme nos cortes corados com H&E (Figura 20).
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Figura 18: Quantifica¢ido da area de degeneracio-regeneracio dos misculos GA e DIA
de camundongos mdx tratados ou ndo com cetotifeno e olopatadina, antes e ap6s o
periodo de atividade fisica. (A e B) Resultados gerais dos musculos GA e DIA nio tratados
e tratados com cetotifeno e olopatadina, expressos como média e SEM por grupo. Note que o
grupo tratado com o cetotifeno apresentou diferenga significativa tanto no GA (P<0,0001)
quanto no diafragma (P=0,0001) com relagdo ao grupo sem tratamento. A identifica¢do dos
grupos e o numero de animais de cada grupo s@o indicados.

3.4. Quantifica¢io de miofibras com niucleos néo periféricos

Para estimar a porcentagem de miofibras com nucleos ndo periféricos, outro sinal
caracteristico do processo de regeneragdo muscular, foram contadas no minimo 1500 fibras do
GA e do DIA de cada animal (como descrito no item 4.3 de Material e Métodos, Figura 8A).
Os resultados obtidos (Figura 19) mostraram que, em camundongos mdx de 4 semanas foram
encontrados em média 10% de fibras com nucleos ndo periféricos no GA e 7% no DIA. Em 9
semanas, esse numero aumentou significativamente para cerca de 65% no GA e 59% no DIA
(P<0,0001 para ambos), indicando um processo regenerativo intenso decorrente da lesdo
intensificada pela atividade fisica compulséria. Ndo foi detectada diferenca significativa entre

os animais tratados com olopatadina e ndo tratados nos dois musculos analisados (Figuras
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19A e 19B). No grupo tratado com o cetotifeno houve redugéo significativa apenas no DIA,
quando comparado com o grupo néo tratado (54%, P=0,0084), (Figura 19B).

Além disso, correlacionando os dados referentes & porcentagem de nucleos ndo
periféricos com os de degeneragdo-regeneragdo (Figuras 19 e 18, respectivamente), ndo
podemos afirmar que o tratamento com a olopatadina alterou a regeneragdo muscular nos
mdx. Contudo, os dados com o cetotifeno poderiam sugerir que houve menos regeneragdo no
grupo tratado, uma vez que para ambos os pardmetros € musculos analisados a redugdo foi
estatisticamente significativa, com exce¢do do musculo GA em rela¢do aos nucleos nio
periféricos. Entretanto, em conjunto, os dados parecem indicar que a redugdo das areas de
regeneragdo em resposta ao tratamento com o cetotifeno € indicador de menor lesdo prévia. A
andlise qualitativa da musculatura de animais de ambos os grupo tratados mostrou que a

maior parte das fibras apresentou aspecto morfolégico integro (Figura 20).
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Figura 19: Quantificagio de miofibras com niicleos niio periféricos no GA e DIA
camundongos de mdx, antes e apés o periodo de atividade fisica. Nota-se que nos animais
de 4 semanas os nicleos encontram-se principalmente em posigdo periférica; ja com 9
semanas de idade a maioria encontra-se ndo periférica, sinal de regeneragdo muscular, com
uma discreta diminuigdo da porcentagem de niicleos ndo periféricos nos animais tratados,
exceto no DIA dos animais tratados com cetotifeno, onde observou-se redugio de 42%
§P=0,0084). Foram contadas, no minimo, 1500 miofibras de cada camundongo. A
identificag@o dos grupos e o nimero de animais utilizados sdo indicados.
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Figura 20: Imagens representativas da andlise histopatolégica representativa dos misculos GA
(A,Be C) e DIA (D, E e F) de camundongos mdx tratados com cetotifeno e olopatadina, apés 5
semanas de atividade fisica compulséria. Cortes musculares foram corados com H&E e usados para
quantificar a area relativa ocupada por infiltrados inflamatérios, grupos em degeneragio-regeneragdo e
porcentagem de miofibras com niicleos ndo periféricos. Anélises qualitativas mostraram que o
tratamento com ambas as drogas contribuiu para melhorar a condi¢do muscular dos camundongos mdx
exercitados. Barra, 10 pm.
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PARTE Il — Avaliagdo do efeito do tratamento com a droga LMP-420 em

camundongos mdx

1. Avaliagédo dos niveis transcricionais de mRNA do TNF-a nos misculos GA e DIA

Para iniciar o estudo da LMP-420, foram investigados os niveis d¢ mRNA do TNF-
o para verificar a atividade inibitéria da transcrigdo desse gene. Essas quantificagdes foram
realizadas por PCR em tempo real.

Pela analise dos resultados obtidos verificou-se que, como esperado, no grupo tratado
com LMP-420 foram detectados menores niveis do mRNA do TNF-a em ambos os musculos
analisados (Figura 21A e 21B). Comparando esse grupo com o grupo controle (tratado com o
veiculo), foi verificada redugdo significativa no GA (76,6%, P=0,0413) e no DIA (69%,

P=0,0304), para niveis similares aos detectados nos animais de quatro semanas.
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Figura 21: Anilise comparativa dos niveis de mRNA do TNF-a, por PCR em tempo
real, nos misculos GA e DIA tratados ou nio com LMP-420. Note que em ambos os
musculos analisados houve redugio estatisticamente significativa no grupo tratado com a
LMP-420. O numero de animais utilizados em cada grupo estia indicado. URE=unidade
relativa de express3o.
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2. Dosagem de creatina quinase (CK) sérica
Os resultados obtidos mostraram uma diminuigdo significativa de 45,1% na

concentragdo de CK no soro dos camundongos mdx tratados com LMP-420 (P=0,0083),

quando comparados aos mdx tratados como veiculo, o que sugere redugdo da lesdo muscular

(Figura 22).
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Figura 22: Niveis séricos de creatina quinase (CK) em camundongos mdx tratados com a
droga LMP-420 antes e apés atividade fisica compulsoéria. Foi detectada uma redugéo
significativa nos niveis de CK no soro dos animais tratados com LMP-420 (P=0,0083) em
relagdo ao grupo tratado com o veiculo. O nimero de camundongos de cada grupo € indicado.

3 Avaliagio dos processos de degeneragio e regeneragio muscular pela anilise

histolégica quantitativa dos misculos GA e DIA

3.1 Avaliagdo da degeneragio muscular

A degeneragdo muscular foi avaliada através da quantificagdo de dois parametros: i)
area muscular relativa ocupada por miofibras infiltradas pelo corante azul de Evans, ou seja,
apresentando lesdes no sarcolema; e ii) é4rea relativa contendo infiltrados de células

inflamatérias.
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3.1.1. Quantificagdo da area relativa ocupada por miofibras apresentando lesdo no
sarcolema

A quantificagdo da area muscular relativa ocupada por miofibras infiltradas pelo
corante vital azul de Evans nos musculos GA e DIA foi realizada de acordo com Hamer e
colaboradores (2002). Um resultado similar foi obtido para os dois musculos analisados, isto
¢é, foram verificadas redugdes significativas das areas com miofibras lesadas, no grupo tratado
com LMP-420 em comparagdo com o grupo controle; as redugdes foram de 98,6%
(P=0,0026) e 83,6% (P=0,0010), para 0 GA e o DIA, respectivamente (Figura 23). Estes
resultados corroboram os dados obtidos na analise dos niveis séricos de CK, sugerindo uma

diminuigdo da lesdo do sarcolema em resposta ao tratamento com LMP-420.
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Figura 23: Quantificagiio da drea muscular relativa apresentando miofibras com lesio
no sarcolema (infiltradas por EBD) nos misculos GA e DIA. A analise mostrou uma
redugdo significativa das 4reas com miofibras lesadas em ambos os musculos tratados com a
LMP-420, quando comparados ao grupo controle, de 98,6% (P=0,0026) e 83,6% (P=0,001.0),
para o GA e o DIA, respectivamente, sugerindo um efeito benéfico da droga em reduzir a
lesdo muscular. O nimero de camundongos de cada grupo ¢ indicado.
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3.1.2. Quantificaciio da area relativa contendo infiltrados inflamatérios

O processo inflamatério contribui substancialmente para aumentar a lesdo nos
musculos distréficos, como demonstrado em dados encontrados na literatura (Grounds e
Torrisi, 2004; Hodgetts et al., 2006). Através da quantificagdo da area muscular relativa
ocupada por infiltrados inflamatérios, verificou-se também uma diminuigg@o significativa da
porcentagem de area afetada, quando comparados animais tratados com a LMP-420 e animais
controles em ambos os musculos (57,3% no GA, P=0,0005 e 66,3% no DIA, P=0,0003)
(Figura 24). Esse resultado é coerente com os dados de CK e EBD que, em conjunto, sugerem
que o tratamento com LMP-420 reduziu a lesdo muscular e diminuiu a inflamag@o nos dois

musculos analisados.
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Figura 24: Quantificagio da irea muscular relativa ocupada por infiltrados de células
inflamatérias nos misculos GA (A) e DIA (B). A analise mostrou uma reduc@o significativa
das 4reas com infiltragdo de células inflamatérias em ambos os musculos no grupo tratado
com LMP-420, em relagdo ao grupo controle, sugerindo redugdo do processo inflamatério
crénico caracteristico da distrofinopatia. O numero de animais utilizados em cada grupo ¢
indicado.

3.2. Avaliagdo da regeneragio muscular
Os parametros utilizados para avaliar a regeneragdo muscular foram: i) a é4rea relativa

contendo miofibras com sinais caracteristicos de regeneragdo recente, isto €, fibras agrupadas,
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de pequeno diametro, nucleos centrais e coloragdo basofilica, sem a presenga de infiltrados
inflamatdrios; e ii) a proporgédo de miofibras contendo niicleos nio periféricos e periféricos. A

ocorréncia de nucleos centralizados € um sinal caracteristico de regeneragio muscular.

3.2.1. Avaliacio da area relativa contendo miofibras com sinais caracteristicos de
regeneracio recente

Os animais tratados com a LMP-420 apresentaram uma diminuigdo significativa na
area relativa ocupada por fibras agrupadas e com caracteristicas de regenera¢do apenas no
musculo GA de 83,2% (P=0,0385), quando comparados com o grupo controle (Figura 25).
Comparando o grupo tratado com a LMP-420 com o controle no musculo DIA, ndo foram

detectadas diferengas significativas.
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Figura 25: Quantificagdo da drea muscular relativa correspondente a grupos de fibras
em regeneracio muscular nos misculos GA (A) e DIA (B). O grupo tratado com LMP-420
apresentou redugdo significativa da presenca de fibras em regeneragdo apenas no GA
(P=0,0385). O numero de animais utilizados em cada grupo ¢ indicado.
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3.2.2. Avaliagdo da porcentagem de miofibras contendo niicleos ndo periféricos
Os resultados obtidos mostraram que o grupo tratado com a LMP-420 apresentou
menor porcentagem de miofibras com nucleos centralizados em relagdo ao grupo tratado com

o veiculo apenas no GA (13,6% de redug@o, P=0,0248) (Figura 26).
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Figura 25: Quantificagio da porcentagem de miofibras contendo nicleos nio
periféricos, um indicador de regeneragio muscular. A anédlise mostrou uma reducdo
significativa da presenga de fibras em regeneragdo no GA quando comparado o grupo tratado
com a LMP-420 com o controle (P=0,0248). No DIA ndo houve diferenga significativa entre
os grupos de 9 semanas. O numero de animais de cada grupo € indicado.
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DISCUSSAO

O camundongo mdx e os testes de drogas para DMD

A DMD ¢ uma doenga grave, incapacitante e que resulta em O6bito no inicio da
segunda década de vida. Os tratamentos disponiveis até o momento sdo paliativos, o que
justifica a necessidade de pesquisas para ampliar as op¢des terapéuticas, no intuito de
aumentar a expectativa e a qualidade de vida dos pacientes. As pesquisas terapéuticas de uma
maneira geral utilizam duas estratégias: i) terapia celular e/ou génica para substituigio da
distrofina; ii) terapia farmacolégica visando a diminuig¢@o da lesdo das miofibras, a redugio da
fibrose e o aumento da regenerag@o muscular para combater a degeneragao.

Neste estudo, foi avaliado o efeito de drogas com agdo anti-inflamatéria na progressdo
da distrofinopatia, utilizando o camundongo mdx submetido a atividade fisica como modelo
experimental. A relevancia deste trabalho pode ser justificada considerando-se que a terapia
farmacolégica para a DMD ¢é ainda bastante limitada e consiste, principalmente, no uso de
corticosterdides (Radley et al., 2006). Essas drogas possibilitam retardar a evolugdo da doenga
reduzindo o risco de escoliose e estabilizando a fungdo pulmonar (Bushby, et al 2010a).
Entretanto, nas doses preconizadas, a corticoterapia sistémica é acompanhada de variados e
intensos efeitos adversos, como hipervolemia, obesidade, osteoporose e alteragdes visuais
(Bushby, et al 2010a).

Desta forma, a pesquisa de novos compostos que possam prevenir ou retardar a
progressdo da doenga € de fundamental importancia. A agdo anti-inflamatéria mais especifica
das drogas testadas em relagdo aos corticosteréides pode representar um grande potencial para
conter o processo inflamatério cronico caracteristico da DMD. Este estudo pode contribuir
para ampliar as opgdes de terapia farmacolégica para a DMD, com possibilidade de propor

drogas canditadas para futuros testes clinicos para essa doenga.
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No presente trabalho foi usado como modelo animal o camundongo mdx (Grounds et
al., 2008), o qual apresenta um quadro distr6fico brando se comparado aos pacientes com
DMD, com a ocorréncia de uma onda inicial de degeneragdo muscular, cujo pico ocorre entre
a terceira € a quarta semana de vida. Esse periodo de lesdo aguda fornece um excelente
modelo para testar intervengdes terapéuticas. Em contrapartida, em camundongos adultos é
mais dificil detectar esse tipo de les@o, pois ha ocorréncia simultanea de regeneragdo (Radley
et al., 2006). Uma solugéo para este problema € submeter os camundongos mdx no periodo de
4 a 10 semanas de idade a atividade fisica compulsoéria, principalmente exercicios excéntricos
em que a musculatura é alongada enquanto suas fibras sdo ativadas (Brussee et al., 1997; De
Luca et al.,, 2005). Foi observado que depois de trés sessdes de corrida em declive, os
musculos mais afetados foram o diafragma (DIA), e o triceps, com poucos danos
considerados no tibial anterior (TA) e no extensor longo dos dedos (EDL) (Brussee et al.,
1997). Contudo, se o exercicio for for¢ado e cronico, aumenta a necrose do musculo
gastrocnémio (GA), podendo ser igual ou inferior ao dano do diafragma e do tibial anterior
(Burdi et al., 2006; Pierno et al., 2007). Por isso, o melhor periodo para intervengdes
terapéuticas em camundongos mdx € de 4 a 10 semanas de idade, principalmente quando
submetidos a atividade fisica, por ser neste intervalo que a doenga se manifesta na sua forma
mais grave (Granchelli et al, 2000 e Grounds et al., 2008).

Desta forma, nesse estudo, camundongos mdx foram submetidos a 5 semanas de
atividade fisica compulséria em esteira elétrica com inclinagdo de 16°, trés vezes por semana,
por 20 minutos, iniciando na quarta semana de vida e terminando na nona semana, juntamente
com o tratamento das drogas em estudo. Foram avaliados pardmetros de degeneragio
muscular (dosagem de CK sérica, infiltragio pelo corante vital azul de Evans em miofibras
lesadas, presenga de infiltrados inflamatérios, niveis de mRNA do TNF-0) e de regeneragao

(detecgdo de fibras agrupadas em regeneragdo, porcentagem de nucleos ndo periféricos).
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Devido a inclinagdo da esteira, para a analise histoldgica, os musculos escolhidos foram o GA
eo DIA.

A dosagem dos niveis séricos da enzima creatina quinase (CK) é um dos parametros
mais utilizados para avaliar o dano muscular, decorrente da maior susceptibilidade do
sarcolema a lesdo devido a auséncia da distrofina em musculos distréficos (Grounds et al.,
2008). A quantificagdo de CK ¢ util tanto no diagnéstico de pacientes afetados e de portadoras
da DMD, quanto em estudos com modelos animais da doenga, principalmente os que
envolvem terapias (farmacoldgica, génica ou celular). Em humanos, os valores de referéncia
variam de 30 a 135 UI/L para mulheres e 55 a 170 UI/L para homens (Andriolo, 2005). Em
pacientes afetados pela DMD, os niveis séricos sdo muito elevados (até 50 vezes o limite
superior) (Beggs e Kunkel, 1990). A lesdo muscular, intensificada pela atividade fisica
compulséria em um periodo de 4 a 8 semanas, aumenta o extravasamento do contetdo
intracelular em camundongos mdx, resultando em niveis aumentados de CK no soro, o que
indica indiretamente a ocorréncia de les@o celular (Grounds et al., 2008; De Luca et al., 2005).
Os resultados apresentados na Figura 10 mostraram que de fato a CK é um bom marcador de
lesdo, uma vez que comparando camundongos mdx de 9 semanas submetidos a atividade
fisica com animais de mesma idade sedentarios, detectou-se um aumento significativo de
152% nos niveis dessa enzima, indicando que a atividade fisica proposta intensificou a
degeneragdo muscular.

Um outro sinal de degeneragdo muscular pode ser observado quando miofibras com
lesdo no sarcolema sofrem infiltragdo pelo corante azul de Evans. A Figura 16 mostra que nio
houve aumento significativo das éreas infiltradas com o corante nos camundongos mdx de 9
semanas submetidos a atividade fisica quando comparados com os de 4 semanas sedentarios
em ambos os misculos estudados. Isso pode ser atribuido a grande variago na gravidade da

distrofinopatia observada dentro de uma mesma colénia de camundongos mdyx, decorrente da
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variabilidade bioldgica intra-espécie. Pardmetros histopatolégicos sdo muitas vezes alterados,
por exemplo, diferentes camundongos mdx de 23 dias infiltrados com o EBD podem
apresentar niveis variados de lesdes, de 10 a 80%. Devido a estas constantes variagSes dentro
da mesma col6nia, hd necessidade de utilizar varios pardmetros, em conjunto e ndo
isoladamente, para uma avaliagdo rigorosa da condigdo muscular do camundongo mdx
Grounds et al. (2008).

Algumas proteinas e citocinas apresentam expressio diferencial em musculo distréfico
podendo ser consideradas marcadores de degeneragdo (TNF-a), fibrose (TGF-B, coldgenos 1 e
3) e regeneragdo (N-CAM) (Kuru, et al, 2003; Grounds e Torrisi, 2004; De Luca, et al, 2005;
Bani, et al, 2008). Neste estudo, foi investigada a expressdo da Gal-1, uma lectina envolvida
no desenvolvimento do musculo esquelético (Watt et al. 2004; Kami e Senba 2005) e com
evidencias de participagdo na regeneragdo muscular (Goldring, et al 2002). Os resultados
inéditos reportados aqui (Fig.13 e 14) demonstram o aumento de expressdo e uma localizagdo
alterada da Gal-1 em musculos distroficos. Foi observado também que os niveis mantiveram-
se elevados apds o programa de atividade fisica demonstrando que a degeneragdo muscular
induz a alta expressdo de Gal-1, seguida por diminuigdo da expressdo durante os estagios de
regeneragao, sugerindo um papel chave da Gal-1 no processo de regeneragdo celular (Cerri,

et al, 2008).

Efeito do tratamento com cetotifeno e olopatadina em camundongos mdx

Para avaliar o efeito da inibi¢do da desgranulagdo de mastdcitos na progressdo da
distrofinopatia em camundongos mdx, foram utilizadas duas drogas, a olopatadina e o
cetotifeno. Os parametros de degeneragdo muscular avaliados foram: dosagem de CK sérica,
area de miofibras lesadas infiltradas por EBD e é4rea contendo infiltrados inflamatérios. Os

niveis de CK sérica foram reduzidos significativamente em resposta ao tratamento tanto com
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o cetotifeno quanto com a olopatadina (23% e 37%, respectivamente) quando comparados
com o grupo ndo tratado (Figura 15). Com relagdo a 4rea ocupada por miofibras com lesdo no
sarcolema, o tratamento com cetotifeno resultou em uma diminuigdo estatisticamente
significativa tanto no GA (95%) quanto no DIA (98%) (Figuras 16A e 16B, respectivamente),
e o tratamento com a olopatadina resultou em diminuigdo significativa da lesdo apenas no
musculo GA (73%) (Figura 16A). Com relagdo a area contendo infiltrados inflamatérios, o
grupo tratado com olopatadina apresentou redugdo significativa no GA (69%) em relagdo ao
grupo sem tratamento (Figura 17A). Os animais tratados com o cetotifeno apresentaram
resultados sugestivos de que ndo houve melhora no quadro inflamatério do animal (Figura
17).

Analisados em conjunto, esses dados podem sugerir que as duas drogas contribuiram
para a redugdo da lesdo. Entretanto, considerando os niveis de CK e a area de miofibras
lesadas, o cetotifeno parece ser mais efetivo do que a olopatadina para prevenir a lesdo e
menos efetivo na contengdo do processo inflamatdrio cronico. Dessa forma, o cetotifeno
poderia ser utilizado como um agente profilatico, como € proposto por Manzouri et al. (2006).
Por outro lado, a tendéncia dessa droga em aumentar a inflamagdo, como observado na Figura
17, pode estar relacionada com uma agdo dependente da dosagem. Existem relatos na
literatura que indicam que em doses baixas o cetotifeno tem agdo anti-inflamatéria, mas que
doses altas podem induzir & desgranulagdo de mastdcitos e aumento da inflamagdo
(Rosenwasser et al., 2005).

Com relagdo aos pardmetros de regeneragdo muscular, apenas o tratamento com
cetotifeno resultou em diminuigdo significativa das 4reas em regeneragdo tanto no GA (69%)
quanto no DIA (83%) quando comparado com o grupo ndo tratado (Figura 18A e 18B). A
porcentagem de mnucleos ndo periféricos no grupo tratado com cetotifeno foi

significativamente menor apenas no DIA (42%) (Figura 19B); ndo houve diferenga
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significativa no grupo tratado com olopatadina (Figura 19). Analisados em conjunto, os dados
sugerem que o tratamento com olopatadina ndo alterou a regeneragdo muscular nos mdx.
Contudo, os dados com o grupo tratado com cetotifeno poderiam sugerir que houve menos
regeneragdo. Entretanto, a redugdo das dreas de regeneragdo pode ser consequéncia de menor
lesdo prévia, de forma concordante com os dados de degeneragdo muscular discutidos
anteriormente.

O cetotifeno e a olopatadina s@o inibidores da desgranulagdo de mastécitos de segunda
geragdo e apresentam agdo dupla como estabilizadores de membrana e antagonistas do
receptor H1 de histamina (Kaditis, 2007). Apesar da ag@o anti-inflamatéria comprovada
dessas drogas, ndo ha relatos de outros estudos na literatura sobre seu efeito na progressdo da
distrofinopatia. H4 relatos utilizando um inibidor de mastécitos de primeira gerag@o, o
cromoglicato de s6dio (Cromolyn). Camundongos mdx tratados com cromoglicato de sédio
apresentaram redu¢do de necrose, aumento da forga muscular, e estabilizagdo do sarcolema,
com redug¢do de miofibras infiltradas pelo corante azul de Evans (Radley et al, 2006;
Granchelli et al., 2000; Marques et al 2008).

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que a administragdo oral do cetotifeno
e da olopatadina reduziu a degeneragdo das miofibras de camundongos mdx. Desta forma, este
estudo reforga as evidéncias de que a inibigdo de mastocitos € uma abordagem adequada para

manter a integridade dos musculos distréficos.

Efeito do tratamento com a LMP-420 em camundongos mdx

O efeito da LMP-420, uma nova droga com agio inibitoria da transcrigdo do TNF-a,,
foi investigado na progressédo da distrofinopatia de camundongos mdx submetidos a atividade
fisica, uma condig@o que exacerba o quadro de degeneragdo muscular (De Luca et al., 2005) e

torna o fenotipo distrofico mais similar aos dos pacientes com Distrofia Muscular de
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Duchenne (Grounds et al., 2008). A hipétese inicial do estudo baseou-se na potencial agdo
anti-inflamatéria da droga, como forma de conter o processo inflamatério crénico que
acomete os musculos distroficos e, desta forma, melhorar a condigdo muscular.

Para selecionar a dose de LMP-420 a ser utilizada, foi considera um estudo prévio no
qual o efeito anti-inflamatério dessa droga foi testado em modelo experimental murino de
colite aguda e cronica (Hale e Cianciolo, 2008). Nesse estudo, os autores demonstraram in
vitro € in vivo a redugdo dos niveis de TNF-a em resposta ao tratamento prévio com LMP-
420. Os ensaios in vivo foram realizados em camundongos C57BL/6 (mesmo background dos
camundongos mdx utilizados em nosso estudo) e as doses testadas variaram de 5 a 45
mg/kg/dia, correspondentes a 0,11 a 1 mg por camundongo, respectivamente. Nessa faixa de
dosagem da LMP-420 foi verificada uma inibi¢do de aproximadamente 80% nos niveis de
TNF-a tanto no soro quanto no coélon, que nio variou significativamente entre a menor € a
maior dose administradas. Utilizando uma dose maior, correspondente a 2 mg por
camundongo, foi observado um comportamento transitério de depressdo, consistente com
uma reagdo de hipotensdo, que durou cerca de 20 minutos, inviabilizando, portanto, a
utilizagdo de doses maiores. Dessa forma, no presente estudo, foi utilizada a dose de 25
mg/kg/dia (intermediaria na faixa de 5 a 45 mg/kg).

Inicialmente, foi verificada a porcentagem de inibi¢do da transcrigdo do mRNA do
TNF-a nos musculos GA e DIA de camundongos mdx tratados com LMP-420 e submetidos a
atividade fisica. Comparando com o grupo controle, foi detectada redugdo estatisticamente
significativa no GA (76,6%) e no DIA (69%), confirmando a agdo esperada da droga (Figura
21). Naio ha relatos na literatura sobre a porcentagem de inibigdo considerando os niveis de
mRNA do TNF-a, apenas os niveis de proteina.

Os parametros de degeneragdo muscular avaliados foram: dosagem de CK sérica, area

de miofibras lesadas infiltradas por EBD e area contendo infiltrados inflamatérios. Os
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resultados obtidos mostraram uma redugio significativa de 45,1% na concentragdo da CK no
soro dos camundongos mdx tratados com LMP-420, quando comparados aos mdx controle, o
que sugere redugdo da lesdo muscula (Figura 22). Dados similares foram relatados por
Hodgetts et al. (2006), que obtiveram redugdo estatisticamente significativa de cerca de 37%
nos niveis de CK em camundongos mdx submetidos a exercicio fisico e tratados com um
inibidor de TNF-a (receptor soluvel).

Em relagdo a quantificagdo da area muscular ocupada por miofibras infiltradas pelo
corante azul de Evans, um resultado similar foi obtido para os dois musculos analisados, isto
¢, foram verificadas redugGes significativas no grupo tratado com LMP-420 em comparagio
com o grupo controle. Como mostra a Figura 23, as redugdes foram de 98,6% e 83,6%, para o
GA e o DIA, respectivamente. Estes resultados corroboram os dados obtidos na analise dos
niveis séricos de CK e sugerem diminuig@o da lesdo do sarcolema em resposta ao tratamento
com LMP-420. Grounds e Torrisi (2004), utilizando inibi¢do do TNF-o com anticorpo
especifico (Remicade®), mostraram redugdo em miofibras infiltradas por EBD no musculo
tibial anterior. Hodgetts e colaboradores (2006) obtiveram redugdo significativa de 42% nos
niveis de necrose do musculo quadriceps em resposta ao bloqueio do TNF com um receptor
solavel (Enbrel®).

O processo inflamatério foi avaliado pela quantificagdo da area ocupada por
infiltrados inflamatérios. Foi verificada uma diminuiggo significativa da area afetada, quando
comparados animais tratados com a LMP-420 e animais controles em ambos os musculos
(57,3% no GA e 66,3% no DIA) (Figura 24). Esse resultado é coerente com os dados de CK e
EBD que, em conjunto, sugerem que o tratamento com LMP-420 reduziu a lesdo muscular e
diminuiu a inflamag&o nos dois musculos analisados. Esse é o primeiro estudo que demonstra
acdo anti-inflamatéria tecidual da LMP-420. Embora tenham demonstrado reducio dos niveis

de TNF em resposta & LMP-420 em modelo de colite em camundongos, Hale e Cianciolo
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(2008) ndo verificaram diminuigdo da inflamag4o no célon. As outras estratégias de inibi¢do
do TNF-a, uso de anticorpos inibitorios ou do receptor solivel, resultaram em diminuig¢do da
inflamagdo, mas ndo tdo significante quanto a LMP-420.

Em relagdo a regeneragdo muscular, os animais tratados com a LMP-420 também
apresentaram uma diminuigdo significativa na 4rea com caracteristicas de regeneragao recente
no musculo GA, quando comparados com o grupo controle (83%) (Figura 25). Uma menor
porcentagem de miofibras com nucleos ndo periféricos em relagdo ao grupo controle foi
observada em ambos os musculos analisados, mas significativa apenas no GA (13,6% de
redugdo). Analisando em conjunto os dados referentes aos parametros indicativos de
regeneragdo muscular, observa-se que o tratamento com a LMP-420 resultou em diminuigdo
dos sinais de regeneragdo dos musculos em estudo. A partir desses dados seria possivel
propor duas hipOteses para a agdo da LMP-420: i) a droga interfere no processo de
regeneragdo muscular, dificultando-o; ou ii) a menor extensdo de regeneragido detectada €
consequéncia de menor degeneragdo prévia. A segunda hipétese € a mais provavel, se forem
considerados os pardmetros de degeneragdo muscular que sugerem que a LMP-420 contribuiu

para reduzir a lesdo da musculatura dos camundongos mdx.
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CONCLUSOES

Em suma os resultados obtidos no presente estudo permitiram:

Validar o programa de atividade fisica compulsoria para teste de drogas

Conforme esperado, os camundongos C57BL/6 (controles) apresentaram marcagdo na periferia
das fibras indicando a presenca da distrofina associada ao sarcolema e os camundongos mdx ndo
apresentaram nenhuma marcagdo. O programa de atividade fisica compulsoria resultou em
aumento da degeneragdo muscular como evidenciado pelos niveis de CK e lesdo no sarcolema,
mostrando que a abordagem experimental foi adequada para investigar a intervengdo de drogas na

distrofinopatia.

Identificar a Gal-1 como marcador de degenera¢ao muscular
Quando os camundongos sdo submetidos a atividade fisica os niveis de GAL-1 nos musculos
distréficos sdo aumentados de forma significativa, e sua localizagdo é alterada (Cerri et al,

2008).

Demonstrar que os estabilizadores de masticitos e agentes anti-histaminico, cetotifeno e
olopatadina, contribuem para manter a integridade do musculo de camundongos
distréficos.

A administragdo oral tanto do cetotifeno quanto da olopatadina em camundongos mdx
submetidos a atividade fisica contribuiu para a manutengio da integridade da musculatura dos
camundongos, ou seja, houve significativa redugio do quadro degenerativo das fibras

musculares (Manuscrito submetido ao Neuromuscular desordens).
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Demonstrar que a LMP-420 diminui o processo inflamatorio e a degeneracdo muscular de
camundongos distroficos

A administragdo oral de LMP-420 (25 mg/kg/dia) reduziu os niveis de mRNA do TNF-a
(aproximadamente 70%), contribuindo de forma significativa para diminuir a inflamagdo e a
degeneragdo muscular de camundongos distréficos submetidos a atividade fisica. Neste
estudo, encontramos evidéncias de que a LMP-420, através da inibigdo do TNF-a é capaz de

retardar a progressdo do quadro distréfico nos camundongos mdx.
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Mast cell stabilizing and antihistamine agents, ketotifen and olopatadine, contribute

to maintain muscle integrity in exercised mdx mice

ABSTRACT

Sarcolemma instability due to the lack of dystrophin is responsible for the initial events of
muscle pathology in Duchenne patients and mdx mice. Muscular degeneration is
exacerbated by a chronic inflammatory process in which immune cells and cytokines play
key roles. Previous reports showed that degranulation inhibitors of mast cells, a primary
source of inflammatory mediators in dystrophic muscle, reduce lesion and necrosis in mdx.
Here we evaluated the effect of ketotifen and olopatadine, mast cell inhibitors with dual
activity: membrane stabilizing and antihistamine properties. Male mdx mice were
submitted to compulsory exercise during five weeks while were treated with 1 mg/kg/day-
ketotifen or 10 mg/kg/day-olopatadine. Skeletal muscle conditions were evaluated by
histopathological and biochemical analyses. Both drugs resulted in significantly decreased
CK levels (37% and 23% for ketotifen and olopatadine-treated groups respectively) and an
improvement of gastrocnemius and diaphragm conditions, with decreased relative area

with injured myofibers and inflammatory infiltrates.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy, exercised mdx mice, mast cells, ketotifen,

olopatadine, skeletal muscle degeneration

Abbreviations: CK, creatine kinase; DIA, diaphragm muscle; DMD, Duchenne muscular
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1. Introduction

In the X-linked lethal disorder Duchenne muscular dystrophy (DMD), the lack of
dystrophin leads to sarcolemma damage and skeletal muscle wasting (131 The dystrophin
gene was identified as the responsible for the disease by Hoffman and colleagues (4], Since
then, several processes and molecular mechanisms have been elucidated in the DMD
pathophysiology; but despite two decades of intensive studies, a definitive cure is not yet
available. Until now, the recommended pharmacological treatment for most DMD patients
is the use of corticosteroids in order to decrease inflammation and alleviate illness
symptoms (361 However, the prolonged use of these drugs can cause several adverse
effects ). Effective pharmacological therapies which can retard or stop the progression of
muscle degeneration are highly necessary 5], Some promising results have been recently

described in mdx mice treated with drugs that can inhibit or modulate immune response -

1)

The absence of dystrophin in skeletal muscles triggers a cascade of events
summarized as follows: (i) sarcolemmal instability leading to myofiber breakdown and
release of intracellular content (the extent of this can be estimated by the quantification of
creatine kinase (CK) levels in serum); (ii) infiltration of immune cells that contribute to a
chronic inflammatory process; (iii) Ca”" influx into myofibers and proteases activation;
(iv) myofiber apoptosis and necrosis. These biochemical and morphological dysfunctions
can also be observed in the mdx mouse, the most commonly used model for DMD (12-15]
The protein dystrophin is predicted to have the same function in murine and humans;
however, mdx mice present a milder pathology than DMD patients. Compulsory physical
activity intensifies the dystrophic phenotype as it deviates the degeneration/regeneration

cycles toward degeneration to.16}
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Degeneration of dystrophic skeletal muscles is exacerbated by a chronic
inflammatory process in which immune cells and cytokines play key roles. Previous
studies using a microarray approach reported the overexpression of inflammatory
mediators and other genes related to immune response in dystrophic muscles ['7).

Mast cells are a source of inflammatory mediators in injured muscles, as well as
macrophages, basophils, T-cells, natural killer cells, and others. Mast cells play an
important role in wound healing and in the defense against pathogens!'®. Besides many
studies showing their pivotal role in allergy and anaphylaxis, these cells have been
described to be involved in proliferation of connective tissue and fibrosis in several

(18-20) such as myofiber remodeling/fibrosis in mdx mice *'). Mast

pathological conditions
cells activation occurs in response to antigens (such as some chemical reagents or
anaphylactic toxins), mechanical trauma, and temperature or UV rays, among others ?2,
The mechanical myofiber damage can activate mast cell degranulation, contributing to
tissue remodeling in DMD muscles. When exposed to intramuscular injections of purified

Mor compound 48/80, a mast cell secretagogue 1>, adult mdx muscles

mast cell granules 2
showed increased necrosis in comparison with their normal counterpart. This observation
indicated that dystrophic myofibers are vulnerable to mast cell mediators.

Mast cell stabilizing agents are drugs that retard calcium mobilization in the
intracellular machinery, which in turn inactivates the degranulation process and impairs the
release of inflammatory mediators 2. Mast cells inhibitors (as disodium cromoglycate or
Cromolyn®) have been characterized as suitable candidate for DMD amelioration, as they
showed a protective effect on myofiber breakdown in limb and axial mdx muscles 22,
Novel drugs have been developed to more effectively inhibit mast cells and reduce

inflammation. These drugs, such as ketotifen and olopatadine, have dual activity:

stabilizing mast cell membrane and acting as multiple-action histamine H1-receptor
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antagonists (27) In addition to their action in mast cells, ketotifen and olopatadine prevent
activation of neutrophils, eosinophils and macrophages. They can also inhibit the release of
leukotrienes, platelet-activating factor and other inflammatory mediators [*”). Based on
these previous data, we hypothesized that ketotifen and olopatadine could present even
more effective anti-inflammatory action in dystrophic muscle than first-generation mast

cells inhibitors, contributing to maintain muscle integrity.
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2. Materials and methods

2.1. Animals and drug administration

Mdx mice were housed and used in the Muscular Dystrophy Research Center
(AADM/UNAERP) in accordance with the institutional guidelines of the University of
Ribeirdo Preto Ethics Committee. Mice were kept at 20°C under 12 h light/dark cycles.
Food and water were provided ad libitum. Approximately 50 male four week old mdx mice
were used in this study, distributed in three groups: (i) untreated; (ii) treated with 1 mg/kg
ketotifen (ketotifen fumarate, Zaditen®, Novartis, Campinas, Brazil), and (iii) treated with
10 mg/kg olopatadine (Allelock® Kyowa Kakko Kogyo Tokyo, Japan). Drugs were
administrated daily, during five weeks, by gavage. To aggravate muscular degeneration, all
mice were submitted to a 20 min program of downhill running on a 16° inclined treadmill
(Columbus, OH) at 20 cm/s, 3 days/week for 5 weeks (18] Mice were sacrificed 24 h after
the last run by CO; inhalation and the diaphragm (DIA) and gastrocnemius (GA) muscles

were excised for analysis.

2.2. Creatine kinase dosage

Serum CK levels were quantified to estimate myofiber breakdown as an indirect
evidence of muscular degeneration. At the end of the treatment regimen, animals were
anesthetized with ketamine and xylazine (both at 10 mg/kg) and blood samples were
collected by cardiac puncture. Serum CK levels were determined by a colorimetric kit
(Doles Ltda, Goiania, Brazil) in a DU650 spectrophotometer (Beckman Coulter, Fullerton,

CA, USA) according to the manufacturer's instructions.
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2.3. Injured myofiber analysis

Mice were submitted to intraperitoneal injections with 1% Evans blue dye (EBD) in
phosphate buffered solution (PBS, EBD Fluka, France) at 100 pL/10g of body mass. EBD
is an autofluorescence dye that fails to overpass normal sarcolemma, but is internalized
during membrane breakdown and myofiber necrosis [®). Animals were sacrificed 24 h after
the injection. GA and DIA muscles were excised and snap frozen in the Tissue-TEK OCT
compound (Sakura, Japan). The frozen samples were cryo-sectioned (Leica, Germany) in
30 um-thick sections. Images were obtained with a Nikon DMX-1200 camera coupled to a
Nikon Eclipse E800 microscope (Nikon Instruments, Inc., Melville, NY, USA). Three
different observers performed blind quantitative analyses using ImageJ software. The
bright red area (corresponding to EBD infiltrated myofibers) was quantified and the result

was expressed as percentage of the total section area.

2.4. Quantitative histopathological analyses

At the end of treatment, 10 pm paraffin cross-sections of GA and DIA muscles
were stained with hematoxylin and eosin (HE). Images were obtained with a Nikon DMX-
1200 camera coupled to a Nikon Eclipse E800 microscope (Nikon Instruments, Inc.,
Melville, NY, USA) using the software ACT-1 program (Nikon). Three different observers
performed blind quantitative analyses. Cross-sectional areas of the entire GA and DIA
were measured using the Image-J software. The parameters used in this study were the
presence of infiltrating inflammatory cells (basophilic staining) and areas containing
mainly myotubes and myofibers with a small diameter and central nuclei, with poor
inflammatory cell infiltration (considered areas that have undergone recent regeneration).
The percentage of centronucleated fibers referred to the total number was obtained

considering 1000 fibers per muscle section.



Evaluation of ketotifen and olopatadine in mdx mice

2.5. Statistical analyses
Comparisons between groups were made using Student’s ¢-test (95% CI). Results
were expressed as mean+SEM and statistical significance was set at P<0.05. All analyses

were performed using the software GraphPad Prism v. 4.0 for Windows.
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3. Results

3.1. The physical activity program exacerbated muscular injury in mdx mice

Our goal was to verify the effectiveness of ketotifen and olopatadine to retard the
progression of dystrophinopathy in mdx mice, i.e. to maintain muscle integrity of
dystrophic skeletal muscles. The sedentary mdx mouse presents the first wave of muscular
degeneration/regeneration at three to four weeks of age. After this period the animal
recovers and presents a mild muscular degeneration which takes more than eighteen
months to become severe !'*!%). To intensify and prolong the inflammation in order to
verify the potential anti-inflammatory action of the drugs, we submitted mdx mice to a
strenuous exercise program. We first evaluated the effect of this program using CK levels
as an indirect parameter of muscular lesion. As expected, Supplemental Figure 1 shows
that four week old male mdx mice presented significant higher CK levels when compared
to C57BL/6 normal mice. Elevated CK levels were detected in sedentary nine week old
mice in relation to four week old mice, but the exercised group presented the highest CK
levels showing that the exercise regimen was effective to exacerbate muscular
degeneration in mdx mice. Histological analyses of Evans blue dye and H&E stained

sections of GA and DIA muscles confirmed these results (data not shown).

3.2. Mice body mass did not show significant statistical difference between ketotifen or
olopatadine-treated groups in comparison with untreated groups

In order to verify possible variations in body mass due to the treatment with
ketotifen and olopatadine, treated and untreated mice were weighted weekly and whole

mass compared. No statistical difference was detected between treated and untreated
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groups during the whole experimental period (data not shown). In the beginning of the

study, the body mass mean of mdx mice was 9 g + 1,2 and in the end 19 g + 2,6.

3.3. Ketotifen and olopatadine treatment resulted in decreased CK levels

Myofiber breakdown and consequent leakiness were assessed by evaluating serum
CK levels in both treated and untreated groups. Figure 1 shows that, when compared with
untreated mdx (0 mg), treated mice had decreased CK levels by 23 and 37% in ketotifen

and olopatadine treated mdkx, respectively (P=0.0002 in both cases).

3.4. Relative area occupied with injured myofibers was decreased in GA by both drugs and
in DIA by ketotifen treatment

After ketotifen and olopatadine treatment, histopathological analyses were
performed using Evans blue dye (EBD) as a parameter of muscle degeneration. The
relative areas occupied by EBD positive myofibers were quantified in GA and DIA
muscles (Figure 2). Ketotifen treatment showed significant diminution of the injured
myofiber relative area in both GA (95%; P=0.0008) and DIA (98%, P=0.0293) as seen in
Figure 2A and 2B, respectively. On the other hand, olopatadine treated mdx presented
significant decreased area only in GA (73%, P=0.0018). No difference was detected when
ketotifen and olopatadine treated groups were compared (Figures 2A and 2B, 1mg keto

versus 10 mg olo).

3.5. Inflammatory infiltrates were decreased by the treatment with olopatadine

A potential anti-inflammatory effect of the drugs was evaluated by the relative
muscular area infiltrated by immune cells. At the end point of the experimental period, the

untreated group presented in the GA muscle an increase in the relative area occupied by
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inflammatory infiltrates corresponding to 314% (P=0.0072) when confronted with 4 week
old mice (Figure 3A). In this muscle, only olopatadine treatment resulted in reduction of
the area with inflammatory infiltrates (74.3%, P=0.0180, Figure 3A). Unexpectedly, the
DIA muscle showed the relative area occupied by inflammatory cells increased by 210%
(P=0.0271) in relation to the untreated mdx mice and 455% (P=0.0002) in relation to the
olopatadine treated group (Figure 3B), what could suggest that ketotifen contributed to

increase inflammation in this muscle.

3.6. The degeneration/regeneration relative area was decreased in ketotifen and

olopatadine treated mice

In order to evaluate the muscular regeneration, we quantified the relative area
occupied by groups of myofibers in degeneration/regeneration process in GA and DIA
muscles. We used the following morphological criterion: areas containing small grouped
fibers, strongly basophilic, containing central nuclei and with cytoplasm showing a
uniform staining pattern (?**%), Areas with the presence of inflammatory infiltrates were not
included, so this parameter indicates recent muscle regeneration. Figure 4 shows that in the
GA muscle of ketotifen-treated mdx there was a significant reduction of the regeneration
area (~66%, P=0.0007) when compared to the untreated group. For the DIA muscle, a
similar result was obtained, i.e. decrease of approximately 83% (P=0.0001) in the
ketotifen-treated group. Moreover, qualitative histological analyses suggested that the
olopatadine treated mice exhibited greater integrity of the studied muscles when compared
to other groups; i.e. myofibers with more homogeneous diameters and uniform H&E

staining (Supplemental Figure 2).
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3.7. The percentage of centronucleated myofibers was affected only in DIA muscle of

ketotifen-treated mice

Another parameter to determine the extent of regeneration is the quantification of
centronucleated myofibers. One thousand and five hundred fibers were counted for each
muscle (n=3 to 5). As shown in Figure 5, statistically significant differences were detected
between the untreated 4w and 9w groups, peaking at 69% in GA and 58% in DIA
(P<0.0001 for both), which may be the reflex of the intense physical activity. After drug
treatment, only ketotifen-treated DIA showed a decrease in centronucleated fibers by 54%

(P=0.0084).
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4. Discussion

In this study, we investigated the hypothesis that both mast cells stabilizing/anti-
histamine drugs ketotifen and olopatadine could be effective to reduce inflammation and
thus contribute to preserve the integrity of dystrophic skeletal muscles. The relevance of
drug testing for dystrophinopathies can be justified considering that the pharmacological
therapy for the DMD is still limited and consists, mainly, in the use of corticosteroids [*). In
some cases, this therapy delays the progression of the disease and until now seems to be
the best intervention while a definitive cure is not available. However, even if used at
indicated therapeutic dose, undesirable side effects can occur such as hypervolemia, loss in
muscle mass, osteoporosis and visual alterations '), Thus, the search for new compounds
that may prevent or slow the progression of muscular wasting is necessary. It has been
recently reported that the inhibition of mast cells, which play a key role in several
inflammatory processes, ameliorates dystrophic muscles (9261 The systemic and more
specific anti-inflammatory action of new second generation inhibitors as ketotifen and
olopatadine may be beneficial for DMD therapeutics.

The most commonly used animal model for drug testing in dystrophinopathy is the
mdx mouse !> 2], This animal presents a milder dystrophic phenotype when compared to
DMD patients. It is well known the occurrence of an initial wave of muscular degeneration
which peaks between the third and fourth weeks of life (14151 This window of acute injury
provides a very good model for studying therapeutic interventions. On the other hand,
adult mdx mice present simultaneous regeneration, making it difficult to investigate the
potential protective effect of candidate drugs Bl To overcome this problem, mdx mice can
be submitted to compulsory physical activity which prolongs inflammation and
exacerbates muscular degeneration ['*'®*2], Here, we started with four week old mice

which were then submitted to a treadmill program during five weeks. This compulsory
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eccentric activity, lengthen the muscle while activate their fibers *'6°%, It was observed
that after three sessions of downhill running (10 m/ min for 10 min and 15° inclination) the
most affected muscles were diaphragm (DIA) and triceps, with little damage observed in
tibialis anterior (TA) and extensor digitorum longus (EDL) 32, However, if we input a
stressing and chronic exercise, the necrosis in the gastrocnemius muscle (GA) may be
similar to the damaged DIA and TA **3%. Therefore, the best gap for analyzing therapeutic
interventions in the mdx mice is 4 to 10 weeks of age, especially when submitted to
physical activity, because in this way the mdx phenotype become more similar to the
human "'%18], Thus, in this study, mdx mice were subjected to 5 weeks of mandatory
physical activity in the treadmill with an inclination of 16°, three times a week for 20
minutes each, simultaneously with the treatment of ketotifen and olopatadine.

The serum CK levels were significantly reduced in response to thev treatment with
both ketotifen and olopatadine drugs (decreasing 37% and 23%, respectively) compared
with the untreated group (Figure 1). Damaged myofiber relative area showed a statistically
significant reduction in ketotifen-treated mice, both in the GA (95%) as in the DIA (98%)
(Figures 2A and 2B, respectively). The treatment with olopatadine resulted in significant
decrease in muscle injury only in GA (73%) (Figure 2A). In regard to the area containing
inflammatory infiltrates, the olopatadine treated group showed significant reduction in GA
(69%) compared to the untreated group (Figure 3A). The results obtained with the group
treated with ketotifen suggest that there was no effect in reducing inflammation in the
studied muscles. Taken together, these data may suggest that the two drugs contributed to
reduce muscular injury. Moreover, considering CK levels and the area of injured
myofibers, ketotifen seems to be more effective than olopatadine to prevent injury and less
effective in stopping the chronic inflammatory process. One possible explanation for this

result is that ketotifen could be acting as a prophylactic agent, as previously proposed 133,
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Unexpectedly, as shown in Figure 3B, ketotifen seemed to contribute to increase
inflammation in exercised mdx mice. This effect can be consequence of a dose-dependent
action as it has been reported that ketotifen in low doses acts as anti-inflammatory agent,
but high doses of this drug can induce degranulation of mast cells and increase of
inflammation B¢,

The muscle regeneration parameters (Figure 4) indicated that the treatment with
ketotifen resulted in significant reduction in regeneration areas in both the GA (68%) and
the DIA (94%) compared with the untreated group (Figure 4A and B), while olopatadine
showed statistical reduction only in DIA (76%). The percentage of non-peripheral nuclei in
the group treated with ketotifen was significantly lower in DIA (42%), but no significant
differences were observed in the olopatadine treated group compared to the control group.
Taken together, the data suggest that the treatment with olopatadine did not affect muscle
regeneration in mdx. Furthermore, the treatment with ketotifen seems to impair
regeneration in muscle fibers. However, the reduction in regeneration areas can be due to
minor injury sites, i.e. less previous degeneration, as discussed for the ketotifen-treated
group.

As aforementioned, ketotifen and olopatadine are second generation mast cell
degranulation inhibitors and have dual action as membrane stabilizers and antagonists for
histamine H1 receptor *”*7), Despite the well documented anti-inflammatory action of
these drugs, there were no previous reports on literature about their effect in the
progression of dystrofinopathies. Recent studies reported good results with the utilization
of the first generation mast cell inhibitor, sodium cromoglycate (92526 Our results suggest
that ketotifen and olopatadine, especially ketotifen, have beneficial effect on dystrophic

muscles and can be considered promising therapeutic options to DMD trials.
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Legends

Figure 1. Ketotifen and olopatadine treatment reduced serum CK levels in exercised mdx
mice. Serum CK significantly decreased after 5 weeks of treadmill exercise program and
treatment with both mast cells inhibitors. Untreated (U; n=11); ketotifen-treated (keto;
n=9) and olopatadine-treated groups (olo; n=7) this parameter indicated less muscle injury

in the treated animals when compared to untreated (P=0.0002 for both).

Figure 2. Quantitative analyses performed using ImageJ software showed a reduction of
the myofiber damage in GA muscle from both ketotifen and olopatadine treated groups
(n=3-6; P=0.0008 and P=0.0018, respectively). The DIA muscle had a diminishment in

injured myofibers only in the ketotifen treated group (n=3, P=0.0293).

Figure 3. Inflammatory cell infiltration was reduced by 74.3% (P=0.0180) only in the GA
from olopatadine treated mdx (A). An unexpected result was obtained in the DIA muscle
(B). The ketotifen treated mice, which presented an increase of 210% (P=0.0271) when

compared to the untreated group and to the olopatadine treated group (P=0.0002).

Figure 4. Ketotifen treatment resulted in decreasing of recent regenerated areas.
Significant reductions were observed in both muscles (66% in GA, P<0.0001, and 83% in
DIA, P=0.0001). The treatment with olopatadine also resulted in diminution of this

parameter, but the differences were not significant.
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Figure 5. Quantification of centronucleated myofibers in GA and DIA muscles revealed
significant differences between the mdx mice of 4 and 9 weeks old (P<0.0001). Only the
ketotifen-treated group showed a reduction of 54% of the percentage of myofibers with

non peripheral nuclei. A total of 1500 fibers per animal (n=3 to 5) was analyzed.

Supplemental Figure 1. Effect of compulsory physical activity in untreated mdx mice
based on creatine kinase (CK) levels. Serum CK was quantified in normal C57BL/6 and in
sedentary and exercised mdx mice. Note the significant difference between the exercised
group in relation to the sedentary group (P=0.0346) and to the four week old group

(P<0.0001), showing the effectiveness of the exercise to intensify muscular degeneration.

Supplemental Figure 2. Histological representative images of gastrocnemius (GA) and
diaphragm (DIA) of untreated (Control), ketotifen-treated (Keto) and olopatadine-treated
mice (Olo). Muscle sections were stained with H&E and used to quantify the relative area
occupied by inflammatory infiltrates, grouped myofibers under recent regeneration and

percentage of centronucleated myofibers. Qualitative analyses showed that both drugs

improved muscle condition of exercised mdx mice. Bar, 10 um.
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D)egeneration of dystrophic or injured skeletal muscles induces high expression

oif Galectin-1
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Miuscle degenerative diseases such as Duchenne Muscu-
lairr Dystrophy are incurable and treatment options are
stiill restrained. Understanding the mechanisms and fac-
toirs responsible for muscle degeneration and regenera-
tioon will facilitate the development of novel therapeutics.
Sesveral recent studies have demonstrated that Galectin-1
(Gsal-1), a carbohydrate-binding protein, induces myoblast
diffferentiation and fusion in vitro, suggesting a potential
roble for this mammalian lectin in muscle regenerative pro-
cessses in vivo. However, the expression and localization of
Gzal-1 in vivo during muscle injury and repair are unclear.
Wie report the expression and localization of Gal-1 during
dezgenerative-regenerative processes in vivo using two mod-
elss of muscular dystrophy and muscle injury. Gal-1 expres-
sion increased significantly during muscle degeneration in
thee murine mdx and in the canine Golden Retriever Muscu-
lair Dystrophy animal models. Compulsory exercise of mdx
meouse, which intensifies degeneration, also resulted in sus-
taiined Gal-1 levels. Furthermore, muscle injury of wild-type
CS57BL/6 mice, induced by BaCl, treatment, also resulted in
amarked increase in Gal-1 levels. Increased Gal-1 levels ap-
pezared to localize both inside and outside the muscle fibers
wiith significant extracellular Gal-1 colocalized with infil-
treating CD45* leukocytes. By contrast, regenerating muscle
tisssue showed a marked decrease in Gal-1 to baseline lev-
elss. These results demonstrate significant regulation of Gal-1
ex;pression in vivo and suggest a potential role for Gal-1 in
muuscle homeostasis and repair.
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