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RESUMO

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ a forma mais comum e a mais devastadora das
distrofias musculares. E causada pela mutagio do gene responsavel pela expressio da
distrofina, uma proteina estrutural do sarcolema, a membrana celular das fibras musculares
esqueléticas. A auséncia dessa proteina leva a uma instabilidade sarcolemal que termina em
necrose da fibra muscular. As fibras necréticas perdem a capacidade regenerativa fazendo
com que o tecido muscular seja substituido por tecido fibroso. O comprometimento
muscular inicia-se pelos membros inferiores e progride até atingir os musculos
respiratorios, o que ocorre geralmente ao redor dos 20 anos de idade, quando os pacientes
invariavelmente vao a obito.

Atualmente acredita-se que a cura efetiva da doenga podera ser feita com a terapia génica
que pode ser feita de duas formas. Uma delas consiste em fazer com que as fibras
musculares ja existentes passem a expressar distrofina e a outra em gerar novas fibras
musculares que expressem distrofina. O sucesso dessas terapias depende do
restabelecimento funcional das novas fibras musculares e das pré-existentes, cuja inervagao
deve ter sido perdida durante o momento em que sofreu o primeiro ciclo de degenerag@o.
Por sua vez, a capacidade de reinervacio depende exclusivamente da capacidade dos
axOnios gerarem brotamentos axonais.

A simples presenga de fibras musculares em degeneragdo e em regeneracao deve atuar
como fator estimulador de brotamentos axonais. Entretanto, dados da literatura mostram
que em pacientes portadores de DMD, bem como em camundongos da linhagem mdkx, o
modelo experimental para o estudo da DMD, ndo ocorre brotamentos axonais. O objetivo
deste trabalho foi examinar a capacidade de axOnmios de camundongos emitirem
brotamentos axonais.

Foram empregadas duas linhagens de camundongos, mdx ¢ C57BL/10, cada uma delas foi
examinada de duas formas: sem nenhum tratamento e com esmagamento do nervo que teve
por objetivo induzir a emissdo de brotamentos nervosos. Para tal, os animais foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal de virbaxyl/francotar e 0 nervo para 0 musculo
esternomastoideo esquerdo esmagado com pinga de relojoeiro. Oito dias apds o
esmagamento os animais foram anestesiados, perfundidos com paraformoldeido por via
intracardiaca, e os musculos esternomastoideos direito e esquerdo retirados para marcagao
dos receptores de acetilcolina e dos axonios pré-terminais e terminais. Isto foi realizado
com o uso de a-bungarotoxina conjugada & rodamina e anticorpo monoclonal para
filamentos nervosos, respectivamente.

Os musculos foram examinados através da microscopia confocal de fluorescéncia. Nossas
observacbes mostraram que em musculos de camundongos mdx, que ndo sofreram
esmagamento do nervo, portanto que representa o que ocorre durante 0 curso normal da
distrofia muscular, nio houve aumento dos brotamentos axonais do tipo nodal, mas houve
aumento significativo dos brotamentos extra e intraterminais, comparados aos
camundongos C57BL/10. Por sua vez, quando estimulados pelo esmagamento do nervo, os
brotamentos do tipo nodal e extraterminal, mas ndo aqueles intraterminais, estiveram
presentes na mesma intensidade dos camundongos ndo distroficos. Essas observagdes
permitem concluir que, embora durante o curso normal da doenga ndo ocorra brotamento
nodal, os axdnios dos camundongos mdx sdo capazes de emitirem brotamentos extra €



intraterminais. Considerando-se que a inervagio de novas fibras musculares depende mais
de brotamentos nodais, os quais podem propagar-se por maiores distdncias dentro de um
mesmo musculo, ¢ possivel que as novas terapias de transplantes de mioblastos e de c€lulas
tronco indiferenciadas apresentem menor possibilidade de sucesso que aquelas que
consistem na transformacdo das fibras musculares preé-existentes, que n@o possuem
distrofina em fibras distrofina positivas, j4 que sua inervagdo estaria garantida pela
presenga de brotamentos extraterminais e especialmente intraterminais
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1. INTRODUCAOQ
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A distrofia muscular de Duchenne (DMD) € considerada a forma mais comum €
devastadora das distrofias musculares (Engel et al., 1994). E causada pela mutagio do gene
responsavel pela expressdo da distrofina, o que resulta na ndo produgdo, por parte da fibra
muscular, dessa proteina de sua membrana celular, responsavel pela estabilidade sarcolemal
(Hoffman et al., 1987; Bonilla et al., 1988).

Clinicamente a DMD caracteriza-se por progressiva e severa fraqueza muscular que
se torna evidente em torno dos 3 aos 5 anos de idade. Isto confere ao paciente dificuldade
de locomogdo e acaba confinando-o a uma cadeira de rodas por volta dos 12 anos de idade.
Aproximadamente 90% dos doentes morrem antes dos 20 anos em decorréncia de
complicagdes cardiacas e respiratorias (Engel et al, 1994). Sob o ponto de vista
fisiopatologico a DMD caracteriza-se pela ocorréncia de necrose das fibras musculares
esqueléticas e perda da capacidade regenerativa das mesmas.

Nzo h4, atualmente, tratamento eficaz para a DMD, porém algumas alternativas
apontam para terapias que possam corrigir a auséncia da distrofina. Como por exemplo a
terapia génica. Nessa terapia o gen responsavel pela expressdo da distrofina € introduzido
em alguns tipos de virus que sdo administrados ao paciente ou em animais de laboratorio.
Através de receptores para particulas virais, que existem naturalmente na membrana celular
de mamiferos, os virus acoplam-se 4 membrana celular do hospedeiro e sio internalizadas
no citoplasma da fibra muscular (Fletcher et al., 2000; Mann et al., 2001). Outro tratamento
em potencial ¢ o transplante de células precursoras de fibras musculares, como mioblastos e
células tronco (indiferenciadas) da medula Ossea. Nestes casos, ao invés da transformagdo
das fibras musculares, originalmente distrofina-negativas, em fibras distrofina-positivas,
ocorre a formacdo de novas fibras musculares que passam a expressar distrofina (Pagel &

Morgan, 1995, Ferrari et al., 1998; Gussoni et al., 1999).



No momento, 0 maior obstaculo para o sucesso dessas novas terapias € a
antigenicidade dos virus e das células transplantadas, que levam a baixa sobrevivéncia dos
mesmos. Outro fator limitante é a pequena capacidade de locomogdo dos mioblastos,
quando introduzidos no hospedeiro.

Um fator determinante para o sucesso destas eventuais terapias reside na
capacidade dos animais distroficos em reinervar as fibras musculares neoformadas,
tornando-as assim, funcionalmente competentes. Por sua vez a inervagdo das fibras
musculares depende da habilidade dos axonios pré-terminais emitirem brotamentos
axonais.

Embora venha sendo pesquisada ha aproximadamente trés décadas e diversos
elementos tenham sido considerados candidatos, até o momento nfo foi identificado
nenhum fator que concretamente seja responsavel pela sinalizagdo molecular que induza os
brotamentos axonais. Entre esses candidatos, destacam-se a molécula de adesdo celular
neural (a neural cell adhesive molecules-NCAM), o o6xido nitrico (NO) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (calcitonin gene-related peptide-CGRP).

Observacdes recentes (Pereira et al., 2001), sugerem que em células de Schwann
de jungdes neuromusculares de camundongos distroficos da linhagem mdx, um modelo
animal para estudos da DMD, ha diminui¢do na expressdo da nNOS, enzima que catalisa a
sintese do oxido nitrico a partir da arginina. Isto interessa & medida em que a célula de
Schwann terminal desempenha papel central na génese e na migracdo dos brotamentos
axonais ¢ que o NO possa ser um mediador da célula de Schwann (Son et al., 1996).
Também tem sido demonstrado que a populagdo de jungdes neuromusculares com presenga
de CGRP esta diminuida nas juncdes de animais mdx (Oliveira et al., 2001). Por outro lado,

embora a presenga de fibras musculares em degeneragdo e em regeneragdo atuem COmoO
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fatores indutores de brotamentos (Van Mier e Lichtman, 1994) néo foi encontrada diferenga
significativa na freqiiéncia de brotamentos axonais em camundongos mdx (Lyons & Slater,
1991). Esses achados sugerem que em camundongos mdx a capacidade de emitir
brotamentos axonais esteja alterada, provavelmente diminuida. Essa hipotese ¢ reforcada
pelos achados de auséncia de brotamentos axonais em musculos de pacientes de DMD

(Coers et al., 1977).



1.1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é examinar a capacidade de emissdo de brotamentos

axonais em camundongos distréficos da linhagem mdx.
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2. ASPECTOS GERAIS DOS TEMAS E DOS METODOS
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2.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) foi descrita inicialmente por Meryon
(1852) e Duchenne (1868) e é considerada a mais devastadora das distrofias musculares. E
de heranca recessiva ligada ao sexo, transmitida pela mée assintomatica ao filho do sexo
masculino, ocorre em cerca de 1 a cada 3500 criangas, instalando-se geralmente ao redor
dos quatro anos de idade (Engel et al., 1994).

Os sinais clinicos, como fraqueza muscular, manifestam-se inicialmente nos
membros inferiores, onde posteriormente desenvolve-se pseudohipertrofia muscular
caracterizada por fibrose intersticial e proliferagdo de tecido gorduroso. Este fato cria
dificuldades para a deambula¢do, manutencdo da posi¢o ortostatica, e para levantar-se a
partir da posicio agachada. A degeneragdo muscular progride, resultando em intensa
fraqueza de outros grupos musculares. A morte sobrevem quando s#o atingidos os
musculos respiratorios e a musculatura cardiaca, o que ocorre geralmente ao redor dos 20
anos de idade (Engel et al., 1994).

A DMD ocorre em fungio de uma mutagdo no gene responsavel pela expressao da
distrofina (Hoffmann et al., 1987, Bonilla et al., 1988). A distrofina, uma proteina de peso
molecular de 427 Kda, cuja molécula é formada por uma tripla hélice de 2700 aminoacidos,
esta presente em musculos esqueléticos normais e localiza-se na superficie citoplasmatica
do sarcolema, faz parte do citoesqueleto subsarcolemal, que conecta 0s miofilamentos a um

complexo de glicoproteinas da membrana celular (ver fig. 1).
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Figura 1 (A) Complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema juncional. Os componentes
integrais do complexo estdo indicados por elipses vazias e as proteinas que estdo associadas
a este complexo estio sombreadas. Adaptado de Lim e Campbell, Curr. Op. Neurology, 11
p. 443-452, 1998.

(B) Complexo distrofina-glicoproteinas na jun¢do neuromuscular. CT: dominio carboxi
terminal, CR: dominio rico em cisteina ¢ N: dominio amino terminal. Adaptado de Sunada
e Campbell, Curr. Op. Neurology, 8 p. 379-384, 1995.



19

O complexo distrofina-glicoproteinas conecta o citoesqueleto da fibra muscular
(actina) & matriz extracelular (Campbell & Kahl, 1989; Ervasti & Campbell, 1991). Os
componentes integrais deste complexo incluem a distrofina, que liga-se a F actina
(Hoffman et al., 1987; Rybakova et al., 1996, Rybakova & Ervasti, 1997); a a-distroglicana
e B-distroglicana, que encontram-se ligadas ao dominio G da laminina 2 ¢ a uma parte da
distrofina mais rica em cisteina (Jung et al, 1995), respectivamente; as sintrofinas,
proteinas intracelulares que ligam-se ao terminal C da distrofina (Yang et al., 1995); uma
proteina que apresenta quatro dominios transmembrana, denominada de sarcospan (Crosbie
et al, 1997); e as sarcoglicanas (Nigro et al., 1996; Jung et al, 1996). O complexo de
sarcoglicanas consiste de quatro proteinas transmembrana denominadas de a-sarcoglicana e
§-sarcoglicana, as quais estdo ligadas a B-distroglicana (Sunada & Campbell, 1995; Nigro
et al., 1996; Jung et al., 1996). Em adi¢o a laminina 2 e actina F, ha evidéncias que a oxido
nitrico sintase neuronal (Brenman et al.,1995) e uma proteina chamada distrobrevina (Blake
et al, 1996, Sadoulet-Puccio et al, 1997) também interagem com os componentes do
complexo distrofina-glicoproteinas (Figura 1 A).

Estudos com fibras musculares de pacientes portadores de DMD mostram que a
deficiéncia de distrofina ¢ acompanhada por perda de proteinas do complexo distrofina-
glicoproteinas (Ervasti et al., 1990). Conseqiiente a isto, haveria uma ruptura da unido entre
o citoesqueleto da membrana e a matriz extracelular, o que levaria a desestabiliza¢do
estrutural do sarcolema.

Considerando-se que a necrose das fibras musculares e a perda da capacidade de

regeneragio das mesmas s3o os fatores determinantes da morbidade e mortalidade na
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DMD, entender os fatores que determinam mionecrose e auséncia de regeneragdo sao
questdes centrais nos estudos desta patologia.

Referente a génese da lesdo, varias hipoteses tém sido admitidas. Uma das mais
aceitas ¢ a de que a fragilidade estrutural do sarcolema levaria a lesbes focais do mesmo, as
quais permitiriam a entrada subita e abundante de ions célcio do meio extracelular para o
sarcoplasma. Sabe-se que os ions célcio participam da ativagio da contragdo muscular e
que seu controle ocorre através do bombeamento ativo nas membranas do reticulo
sarcoplasmatico e pela bomba de calcio do sarcolema. Frente a entrada sibita e abundante
de ions calcio extracelular, o bombeamento seria ineficaz provocando uma elevagdo da
concentragio deste ion dentro da célula. Isto resultaria na hipercontragdo das miofibrilas,
lise dos lisossomos com liberacio de enzimas, ativagdo de proteases e finalmente
mionecrose (Engel et al., 1994).

De fato, o acumulo de calcio é um fator importante na evolugdo da degeneracdo
muscular (Wrogemamm & Pena, 1976, Ebashi & Sugita, 1979). A hipotese de que a
entrada de célcio desempenha papel importante na origem da mionecrose € reforcada pelas
observacdes de que a concentragio de calcio mostra-se elevada em bidpsias de musculos de
pacientes com DMD (Bodensteiner & Engel, 1978; Maunder et al., 1980; Jackson et al.,
1985).

Outra hipotese para explicar a patogénese da mionecrose € a de que esta ocorra por
apoptose. Esta hipotese é reforcada pelo fato de que diversos aspectos compativeis com
apoptose, tais como aumento da concentra¢do de célcio intracelular, alteragdes de organelas
intracelulares como condensacdo mitocondrial e fragmentagdo do reticulo sarcoplasmatico,
sio observados em fibras musculares distroficas. Interessante € que tais alteragdes

precedem aquelas que caracterizam o processo de necrose. Estes achados somados a
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fragmentagio do reticulo sarcoplasmatico, observada nos primeiros estagios da doenca,
suportam a hipotese de que a génese da lesdo muscular observada na DMD n3o se deve a
perda da capacidade de osmorregulaggo celular do célcio (Tidball et al., 1995).

Menos conhecida sio as razdes pelas quais ocorre perda da capacidade
regenerativa das fibras musculares. Varias hipoteses tém sido consideradas, entretanto duas
delas tém sido mais aceitas. Uma refere-se a exaustdo da capacidade mitética das células
satélites das fibras musculares, que sdo responsaveis pela atividade miogénica apos
repetidos ciclos de degeneragio e regeneragdo (Webster & Blau, 1990; Rodrigues &
Schmalbruch, 1995; Irintchev et al., 1997; Bockhold et al., 1998; Heslop et al., 2000).
Outro fator responsavel por este processo seria a fibrose intersticial, que constituiria uma
barreira mecanica impedindo a migragdo das células satélites através do tecido conjuntivo,
comprometendo, assim, o processo regenerativo (Itagaki et al, 1995, Bockhold et al,

1998).

2.2 MODELO ANIMAL PARA O ESTUDO DA DISTROFIA MUSCULAR

A deficiéncia de distrofina também ocorre em musculos de varias espécies
animais, tais como cdes, gatos e camundongos. Nos cies a doenga parece ser mais severa e
de evolugdo mais rapida que em humanos. Nos gatos, apesar da fibrose ser menos intensa a
hipertrofia muscular é exagerada e com evolugdo geralmente fatal (Gasghen et al., 1992;

Engel et al., 1994).
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O camundongo, sem duvida, representa a espécie animal mais empregada como
modelo para a DMD. O conhecimento dos fendmenos biologicos envolvidos na DMD teve
um grande avango com o aparecimento do camundongo mutante mdx (X chromosome-
linked muscular dystrophy), que originou-se de uma colénia de amimais da linhagem
C57BL/10, no Poultry Research Center, em Midlothian, Escocia. A semelhanca das fibras
musculares de portadores de DMD, as fibras musculares desses animais apresentam
acentuada diminui¢io ou auséncia de distrofina (Bulfield et al, 1984).

Logo apds o aparecimento dos camundongos da linhagem mdx acreditou-se que
eles teriam pouco valor como modelo animal para estudos da DMD (Dangain & Vrbova,
1984; Anderson et al., 1987, 1988). Varios fatores contribuiram para tal, uma vez que
durante a vida apresentavam pouco ou nenhum sinal clinico da doenga. Ao redor de 20 dias
ocorreria um abrupto aumento da mionecrose a qual decresceria ao final de dois meses, € a
partir dai a intensidade da mionecrose permanecia estavel para o resto da vida do animal
(Engel et al., 1994). Entretanto, apos observacdes de que o musculo diafragma de
camundongos mdx de 16 meses de idade, apresentavam alteragdes miopaticas semelhantes
aos individuos portadores de DMD (Stedman et al., 1991), sugeriu-se que em alguns
musculos ndo havia a suposta estabilizagdo na evolugdo da doenga.

Posteriormente, estudos clinicos e histopatoldgicos durante o envelhecimento
demonstraram que os camundongos da linhagem mdx sofrem fraqueza muscular
progressiva, com perda das fibras musculares, que sao substituidas por tecido fibroadiposo,
semelhante ao observado em pacientes portadores de DMD (Lefaucheur et al., 1995). Essas
observacdes foram de fundamental importdncia pois restabeleceram definitivamente a

validade do emprego dos camundongos mdx como modelo animal nos estudos da DMD.



Atualmente numerosos laboratérios empregam os camundongos da linhagem mabx
para estudos de diversos aspectos da DMD tais como, patogénese das lesdes (Pastoret &
Sebille, 1995; Tidball et al., 1995; Pasternak et al., 1995; Anderson et al., 1998), perda da
capacidade regenerativa das fibras musculares (Itagaki et al., 1995; Irintchev et al., 1997,
Bockhold et al., 1998; Zacharias & Anderson, 1991, Heslop et al., 2000) e investigagéo de
novas terapias para DMD. Dentre estas, inclui-se a transferéncia de mioblastos (Pagel &
Morgan, 1995; Fassati et al., 1997, Kong & Anderson, 2001; Camirand et al., 2001), de
células tronco da medula dssea (Ferrari et al., 1998; Gussoni et al., 1999; Fletcher et al,,
2000) e introduc@io de genes responsaveis pela expressdo de distrofina (Fletcher et al.,2000;
Wang & Xiao, 2000).

No Departamento de Anatomia/IB/Unicamp o camundongo mdx vem sendo
empregado em estudos morfologicos para maior compreensdo de aspectos da biologia da

DMD (Pereira et al., 2001, Minatel et al., 2001).

2.3 BROTAMENTOS AXONAIS

Brotamentos axonais sio expansdes dos axdnios intramusculares em resposta a
diferentes estimulos, que acabam por formar novas terminagdes nervosas € em muitos casos
novos contatos sinapticos (Purves & Lichtman, 1985).

Em geral, os diferentes estimulos que levam a formagdo de brotamentos

representam situagdes em que ha uma desnervacdo da fibra muscular. Em alguns casos,
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trata-se de uma desnervacdo funcional induzida por agentes quimicos, serve como exemplo
disto a aplicagio intramuscular de toxina botulinica. Esta toxina atua no mecanismo pré-
sinaptico da transmissdo neuromuscular, inativando a sinaptobrevina, enzima responsavel
pela fusdo das vesiculas sinapticas que precede a incorporagdo das mesmas no axolema
(Schiavo et al., 1992, Jessell & Kandel, 1993). Assim sendo, a acetilcolina contida nas
vesiculas ndo seria liberada na fenda sinaptica, impedindo a ativagdo dos receptores de
acetilcolina produzindo assim o bloqueio da transmissdo neuromuscular.

Outro exemplo de indugdo de brotamento axonal por substancias quimicas refere-
se a aplicagio de o-bungarotoxina, um polipeptideo extraido do veneno da Bungarus
multicinctus, uma serpente asidtica Essa neurotoxina também leva a interrupgdo da
transmissdo neuromuscular por atuar no componente juncional pos sinaptico. Embora ndo
ocorra comprometimento na liberagdo da acetilcolina ndo ha despolarizagdo da membrana
pos-sinaptica, uma vez que a a-bungarotoxina combina-se seletiva e irreversivelmente com
os receptores nicotinicos da acetilcolina, produzindo bloqueio ndo despolarizante dos
mesmos (Chang & Lee, 1963; Changeux et al., 1992).

Outra maneira pela qual ocorre estimulo aos brotamentos axonais € a desnervagao
parcial de um determinado musculo através de esmagamento do nervo que a ele se dirige
(Brown et al., 1981; Wernig & Herrera, 1986). Neste caso, aceita-se que as fibras
musculares ao perderem sua inervagdo original, induzem um processo de remnervagao,
talvez reiterando um programa semelhante ao que ocorre no desenvolvimento normal,
quando estas fibras sdo inervadas pela primeira vez (Van Mier et al., 1994. para revisdo ver

Brown, 1984).
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O fato que fibras musculares em degeneragdo e em regeneragdo atuem como
indutores de brotamentos axonais é juntamente com a desnervagdo, a forma que interessa
ao presente trabalho.

Sabe-se que, independente do tipo de estimulo, as células de Schwann séo
fundamentais para que ocorram brotamentos axonais. Apds a desnervagio da fibra
muscular a célula de Schwann passa a expressar, em niveis mais elevados, proteinas que
funcionam como fatores de adesdo e de crescimento axonal. Estes, que se encontram em
baixas concentracdes nos adultos, sdo expressos em grandes concentragdes apos
desnervacdo (Sanes & Lichtman, 1999). Além disto, as células de Schwann parecem ser
estimuladas por fatores extrinsecos a ela. Em todos os casos esses fatores parecem originar-
se de uma situagdo comum: a desnervacdo do musculo.

Até o momento nenhum desses fatores foi definitivamente identificado. Algumas
moléculas, contudo, apresentam-se como candidatas ao papel de estimular ou imbir a
proliferagdo das células de Schwann. Entre elas destacam-se a NCAM, o CGRP e o NO.

A NCAM ¢é uma glicoproteina transmembrana (Edelman, 1983), expressa na
superficie de mioblastos, miotubos e axdnios motores em desenvolvimento. Em musculos
adultos a NCAM localiza-se exclusivamente na jun¢do neuromuscular (Moscoso et al.,
1995; Sanes & Lichtman, 1999). O eventual papel da NCAM na indugdo dos brotamentos
axonais foi inicialmente proposto por Covault & Sanes (1985) e Moore & Walsh (1985), ao
observarem que o bloqueio da transmissio neuromuscular, em musculos adultos, era
acompanhado pelo aumento da expressdo da NCAM ao longo da fibra muscular. Sabe-se
hoje que animais transgénicos com a expressio elevada da NCAM apresentam um
significativo aumento dos brotamentos axonais terminais (Walsh et al., 2000). O

mecanismo através do qual a NCAM induz os brotamentos axonais ndo esta claro, mas
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provavelmente, ela atue como um segundo mensageiro, por aumentar o influxo de calcio
para o citoplasma (Walsh & Doherty, 1997).

O CGRP é um neuropeptideo de baixo peso molecular, sintetizado no corpo do
motoneurdnio e transportado até o terminal motor da jungdo neuromuscular, onde encontra-
se armazenado nas vesiculas eletrodensas. Encontra-se também amplamente distribuido ao
longo do sistema nervoso central. Os trabalhos iniciais sobre seu papel nos brotamentos
axonais sugeriram que, 0 mesmo atuasse como um agente anti-brotamento (Tsujimoto &
Kuno, 1988). Esse possivel papel foi admitido apds observages de que musculos
bloqueados cronicamente com tetrodotoxina, uma situagdo em que se esperaria aumento
dos brotamentos, ocorria uma supressio dos brotamentos axonais. Entretanto, diversos
trabalhos posteriores sugeriram que, contrariamente a agao anti-brotamento, o CGRP atua
como indutor dos brotamentos em resposta a desnervagdo. Mais recentemente essa hipotese
foi demonstrada em animais transgénicos que expressam altos niveis de CGRP e intensos
brotamentos axonais (Lu et al., 1999).

O NO (oxido nitrico), um radical livre gasoso, que sabidamente atua na
musculatura lisa vascular, também atua sobre a célula de Schwann terminal durante o
desenvolvimento da jungdo neuromuscular (Wang et al, 1995). O ¢xido nitrico € sintetizado
a partir da arginina pela agfio da enzima 6xido nitrico sintase (nNOS) cuja expressdo esta
diminuida também nas células de Schwann terminais da jungdo neuromuscular de
camundongos mdx (Pereira et al.,2001). Considerando-se que a celula de Schwann terminal
desempenha papel central na génese e na migragdo dos brotamentos axonais e que O NO
possa ser um mediador da célula de Schwann (Son et al., 1996), essas observagbes sugerem

que, ao menos nos musculos distroficos, a capacidade de brotamentos pode estar alterada.
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Sob o ponto de vista morfologico ou mais precisamente de acordo com o local em
que se originam, 0S brotamentos axonais sio habitualmente classificados em trés tipos: 1)
brotamento nodal, quando nasce em um né de Ranvier; 2) pré-terminal, quando origina-se
distalmente ao ultimo né de Ranvier e, 3) ultraterminal, quando origina-se nos terminais

motores. Para melhor compreensdo ver figura 2.

Figura 2. Esquema de uma jungdo neuromuscular com diferentes tipos de brotamentos
axonais: bn: brotamento nodal; bet: brotamento extraterminal, bit: brotamento
intraterminal, a: axdnio; bm: bainha de mielina, fm: fibra muscular. Extraido de Kuno: The

synapse; oxford Science publications, 1995 pag 124.
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2.4 PRINCIPIOS DA MICROSCOPIA CONFOCAL “

O sistema confocal foi idealizado por Marvin Minsky, em 1957, durante seu
estagio de pds-doutorado na Universidade de Havard (USA). Desde entdo, o sistema
confocal vem sendo aperfeigoado gragas aos avangos tecnologicos que permitiram o uso de
fontes de luz lasers, objetivas de maior resolugdo e de recursos computacionais mais
eficazes para a aquisi¢do e armazenamento de imagens.

O principio Optico basico da microscopia confocal estd ilustrado na figura 2. A lente
focaliza a luz (emitida ou refletida) no detector (célula fotoelétrica). A iris ou pinhole
(pequeno orificio posicionado no eixo do microscopio, em frente ao detector) impede que a
luz proveniente de planos acima ou abaixo do plano de foco (linhas pontilhadas) atinja o
detector. Somente a luz vinda de planos em foco (linhas continuas) atravessa o pinhole ¢ €
detectada. Desta forma, o sinal proveniente de planos sem foco nio contribuem para a
formacdo da imagem, melhorando assim a resolu¢do do microscopio (Lenzi et al, 1996). Os
sinais captados pelo detector geram uma imagem digital do espécime em um monitor de

computador.



iente

0“
.
i
.

pinhole

A
plano com foco

detector

29

Figura 2. Principio da microscopia confocal. Somente informagdes vindas de planos em
foco sdo detectadas (linha continua). Informagdes provenientes de planos acima ou abaixo
do plano de foco sdo bloqueadas pelo pinhole e desta forma ndo sdo registradas pelo
detector (linhas pontilhadas). Adaptado de Tekola et al., Progress in Pathology, p. 12-21,

1994.
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O microscopio de varredura a laser confocal é produto do desenvolvimento de
varias areas, tais como a fisica e a computagdo. Inclui objetivas de grande abertura
numérica, melhorando a resolugio das imagens Opticas, com luz laser, processamento
computacional de dados e computagio grafica (Lenzi et al., 1996).

A microscopia de varredura a laser confocal provocou verdadeira revolugdo na
microscopia optica de fluorescéncia. Permite, entre outros recursos, realizar tomografia e
reconstrugdes tridimensionais de uma grande variedade de espécimes biologicos, em
diferentes preparagdes (Lenzi et al., 1996). Permite também realizar cortes Opticos seriados
de espessura variada (para jungdes neuromusculares so feitos cortes de 1,5 a 2 um de

espessura, em média) resultando em melhor resolugéo das imagens

2.5 MATERIAIS E METODOS

Embora parte dos procedimentos ja estejam incluidos no trabalho a ser submetido
(em anexo), ha necessidade de maior detalhamento da metodologia, o que ndo foi possivel

na versio a ser submetida, visto o espago diminuto permitido pela revista (Neurosc.

Letters).

2.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos, machos e fémeas, adultos, das linhagens mdx e

C57BL/10 (controle), provenientes do Biotério Central da Unicamp e mantidos no biotério



do Departamento de Anatomia, com ragdo e agua a vontade e ciclo claro-escuro de

12h/12hs.

2.5.2 Procedimento para esmagamento do nervo

Os camundongos foram anestesiados com uma mistura (1:1) de Ketamina
(Francotar, Virbac) e Cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%, Virbac), dose de 1,5 ml/Kg de
peso corporal, administrada por via intraperitoneal. Apos completamente anestesiados, a
face ventral do pescogo foi depilada sendo entdo realizada uma incisdo na linha mediana,
desde o apice da mandibula até a incisura esternal. A pele e as glandulas salivares
submandibulares foram afastadas lateralmente e o musculo esternomastoide (STN)
esquerdo exposto € seu nervo esmagado, a aproximadamente 4 mm de distancia do ponto
motor, com uma pinga de relojoeiro durante 30 segundos. O musculo STN contralateral foi
utilizado como controle. Apos sutura da ferida com fio de poliéster siliconizado n.° 4, 0s

animais foram reconduzidos ao biotério do Departamento.

2.5.3 Procedimento Cirargico para retirada dos misculos esternomastoides (STNs)

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% por via intraperitoneal
(0,2 ml/20 g de peso corporal). Apos completamente anestesiados, foram fixados por
perfusdo intracardiaca com 20 ml de tampdo fosfato (PBS; 14 g de fosfato de sodio

monobasico, 4,3 g de fosfato de potéssio bibasico anidro e 72 g de cloreto sédio em 1 litro



de agua destilada, pH 7.5), seguido por 20 ml de fixador paraformaldeidé a 2% em PBS.
Ambos STNs foram expostos e apds nova fixagdo in situ com paraformaldeido 2% por 10
minutos, foram lavados com PBS, retirados e presos pelas extremidades proximal e distal
através de alfinetes entomologicos em cubas contendo Sylgard. Procedeu-se entdo a
marcacdo dos receptores de acetilcolina (AChR) e terminais nervosos, conforme abaixo

descrito.

2.5.4 Marcacéo dos receptores de acetilcolina e terminais nervosos

Os procedimentos foram realizados em laboratorio climatizado a temperatura de
20°C. Os musculos foram incubados com glicina 0,1 M por 20 minutos em agitador orbital
(Fanem 255-B), para inativagdo do fixador. A seguir, os muisculos foram incubados com
colagenase tipo I (Sigma), 1 mg/ml de agua destilada, por 20 minutos em agitador, para
desprendimento do tecido conjuntivo aderido aos musculos. Apds lavagem em PBS, os
musculos foram  incubados com  o-bungarotoxina conjugada a rodamina
(Tetramethylrhodamine o-bungarotoxin, Rh-BTx, Molecular Probes, 1:100 em PBS) por
30 minutos no agitador, para a marcagdo dos AChRs. Apos lavagem em PBS, os musculos
foram incubados com Triton X-100 1% (t-octylphenoxypolyethoxythanol, Sigma) durante
1 hora em agitador, para permeabilizagdo do tecido. A seguir, os musculos foram incubados
em solucdo bloqueadora (125ul de Triton X-100, 1 ml de Sero albumina Bovina- Sigma em
23,8 ml de PBS) no agitador, por 24 horas, com o objetivo de se bloquear ligagOes

inespecificas do anticorpo primario. A seguir, os musculos foram incubados por 12 horas
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com anticorpo primario anti-neurofilamento (monoclonal anti-neurofilament 200, Sigma;
1:100 em solucdo bloqueadora) a 4 °C. Apds lavadas com PBS por 30 minutos os musculos
foram incubados por 3 horas com o anticorpo secundario anti-mouse IgG-fluoresceina
(Sigma; 1:100 em solugdo bloqueadora) no agitador. Finalmente, apos lavagem em PBS, os
musculos foram montados inteiros em ldmina e laminula em meio especial de montagem
_para fluorescéncia (DABCO- 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane, Sigma dissolvido em 800ul de
agua destilada, contendo 0,2 ml de Tris-HCL e 9 ml de glicerol). As laminas foram
observadas em sistema confocal da Bio-Rad (MRC 1024UV), equipado com laser Argdnio-
Kripténio (Ar-Kr) e Ultra-Violeta (UV), acoplado a um microscopio de fluorescéncia

Axiovert 100 (Zeiss).

2.5.5 Identificacio e quantificacio dos brotamentos axonais

Para a observagdo e quantifica¢io dos brotamentos axonais, foi utilizado o sistema
confocal Bio-Rad (MCR 1024UV), acoplado ao microscopio invertido Axiovert 100 da
Zeiss. O comprimento de onda de 488 nm do laser AR-Kr foi utilizado para excitar a
fluoresceina (observagdo dos terminais nervosos e brotamentos), enquanto o comprimento
de onda de 568 nm foi utilizado para excitar a rodamina (observagio dos AChRs). O
software fornecido pelo fabricante (BioRad OS/2 e aquisitivos) em microcomputador
Compaq, Pentium 150 MHZ, foi utilizado para o controle da aquisigdo e processamento das
imagens. As teclas de contraste, britho e didmetro da iris foram ajustadas e mantidos os

mesmos parametros durante todas as observagdes. Para cada juncdo examinada foram



obtidas seccdes opticas de 1 a 2 um de espessura, realizadas a partir do topo das dobras
juncionais. As imagens Opticas obtidas foram armazenadas em disco optico. Uma tnica
imagem era construida a partir das sec¢des Opticas, permitindo assim a observacdo de toda

jungdo em um mesmo plano focal.
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Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a skeletal muscle disease caused by a
defect in the dystrophin gene that affects 1 of every 3500 males born [4, 11]. The absence
of dystrophin lead muscle fibers necrosis, resulting in a progressive muscle weakness that
confine the patients to the wheelchairs and cause early death [4]. Because no remedy exists
cell and gene therapy have been actively explored and provided to be an avenue for
effective treating of DMD [5]. Cell mediated therapy aimed to restore dystrophin
expression not only by fusing transplanted cells into the original dystrophic muscle fibers
but also by forming new dystrophin positive muscle fibers. Therefore the success of cell
therapy depends on the ability of newly formed muscle fibers to be reinnervated which in
turn depends on the capacity of host axons to sprout.

Axonal sprouts are induced in the presence of degenerating and regenerating
muscle fibers [12]. Since cycles of degeneration-regeneration occur in DMD and in the mdx
mice, the animal model of DMD [2], the frequency of sprouts is expected to be higher in
dystrophic than in non-dystrophic muscles. However, no axonal collateral sprouting has
been observed in DMD patients [3] and no increase in the amount of pre and ultraterminal
sprouting was observed in muscles of the mdx mice [7]. Furthermore, the neuronal oxide
nitric synthase (nNOS) the enzyme responsible for nitric oxide production, which is
thought to suppress polyneuronal innervation in muscle fiber [6], is greatly reduced in mdx
muscles [10]. In the present we investigated, by using confocal microscopy, whether
intramuscular nerve bundles and motor terminals of mdx mice nerves are able to sprout.

The sternomastoid (STN) muscles of adult (5-6 months) mdx mice (mdx; n=5) and
C57BV10 (normal;n=5), were used. The animals were anesthetized with chloral hydrate
(i.p.; 0.6mg/kg) and perfused intracardiacally with PBS followed by the fixative (4%

paraformaldehyde in PBS). The STN muscle was used since the normal pattern of AChRs
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distribution is well known for this muscle [1, 8, 9]. In addition, it is a thin and flat muscle
suitable for whole mount preparation and observation on the confocal microscope [8]

The muscles were incubated with rhodamine-alpha-bungarotoxin (Rh-BTX;
Molecular Probes, 1ug/ml) for acetylcholine receptors labeling, followed by 0.1 M glycine
(Sigma) and blocking solution (4% BSA, Sigma and 1% Triton X-100, Sigma, in PBS),
overnight. Nerve terminals were labeled with the monoclonal anti-neurofilament 200
(Sigma, clone NE14; 1:500) and fluorescein-conjugated goat anti-Mouse IgG (Sigma,
1:500). The muscles were mounted in DABCO (Mounting media for fluorescence, Sigma).

Normal (n=5) and mdx mice (n=5) were anesthetized as described before and the
nerve to the left STN was crushed. The contra-lateral side was used as control. After 8 days
of nerve crush, left and right muscles were processed as above described for nerve terminal
and AChRs observation at the confocal microscope. Normal and mdx muscles were
processed identically and in parallel. Control slides for the primary antibody were made by
incubation with blocking solution instead of the primary antibody. No stained structures
were seen in these controls.

A Bio-Rad laser confocal system (MRC 1024UV) mounted on an Axiovert 100
Zeiss inverted microscope was used. The 488 nm line of the Ar-Kr laser was used to excite
the fluorescein-labeled nerve terminal and the 568 nm line was used to excite the
thodamine-labeled receptors. Manufacturer-supplied software (OS/2) running on a Compaq
Pentium 150 MHz computer was used to control image acquisition and processing. The
settings of contrast, brightness and iris diameter were adjusted and kept the same during all
observations, for controls and mdx muscles. For each endplate studied, we obtained 1.00-

2.00 um thick optical sections from bottom to top of the endplate. Each optical section was
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then added to a stack of images using the BioRad Data Processing software. A single imagé
was then built that allowed us to observe the whole endplate with all its branches within the
same focus plane.

In non-crushed mdx mice, we observed extra-terminal sprouts in 25% of the
neuromuscular junctions studied (Table 1). At most of the endplates studied (85%), nerve
terminals displayed bulbous enlargements at their tips, in direct apposition to central dark
or fainter areas within the islands of acetylcholine receptors (Figure 1). Since these bulbs
were filled with the anti-neurofilament antibody and make direct apposition to areas lacking
receptors, they were considered as intraterminal sprouting. Interestingly, this pattern of
nerve terminal distribution is very similar to that seen in the NCAM-transgenic mice. These
mice express a GPI-anchored NCAM isoform and show a significant increase in the
complexity of the neuromuscular junction as a result of extensive intraterminal sprouting
[13]. The nerve terminal pattern of distribution seen in these animals supports our
suggestion that the boutons-like swellings observed in the mdx are intraterminal sprouts. In
addition, this is in agreement with the fact that regenerating muscle fibers induce sprouting
of undamaged nerve terminals probably by releasing sprout-inducting signals [12].
Considering that NCAM is present at high levels on immature myofibers [13], it would be
possible that NCAM expression is up-regulated in regenerated dystrophin-deficient fibers,
leading to the extensive intraterminal sprouting observed here, but further studies are
needed to confirm this hypothesis.

In crushed-mdx mice, extra-terminal sprouts were seen in 73% of the dystrophic
endplates studied, representing a 48% increase in the sprout response compared to that seen
in the non-crushed mdx mice (Table 1). In crushed-controls, extraterminal sprouts were

seen in about 41% of the endplates (Table 1). These findings demonstrate that mdx nerve
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terminals retain their ability to sprout when a second stimulus, such as nerve lesion (in
addition to muscle degeneration-regeneration), is added.

Recently, great efforts are made to develop efficient cell and gene mediated-
therapies, providing the dystrophic muscle with normal muscle fibers, that no longer will
suffer degenerative changes. However, little attention has been given to the fact that these
new fibers need to be properly reinnervated, otherwise they will not grow and function
normally. In this context, the present results showing that mdx nerve fibers are able to
sprout are of relevance, specially if we consider the different capacities of reinnervation of
intraterminal, extra-terminal and nodal sprouts.

Following muscle fiber degeneration, terminal Schwann cells with their respective
motor terminal remain attached to the molecules of the junctional basal lamina [12], which
are considered clues to reinnervation. Thus, when a given muscle fiber regenerates, it is
mainly reinnervated by intraterminal sprouts from its original motor terminal. If we
consider that in cell-mediated therapy there is formation of new muscle fibers, in addition
to fusion with old ones, the basal lamina of these new fibers would not have clues to the
reestablishment of innervation. Under this circumstance, nodal sprouts, which were not
seen in the mdyx in the normal course of the disease, seem to be more efficient to reinnervate
the fiber [12]. In addition, extra-terminal and intraterminal sprouts would not be enough to
reinnervate the newly forming muscle fibers. Taking together, these data lead us to
speculate that the absence of nodal sprouts in the mdx mice may explain, at least in part, the
unsuccessful of cell-mediated therapy, as already reported. On the other hand, the presence
of extra-terminal and intraterminal sprouts are of great significance to the full functional

recovery of an entire dystrophic muscle after gene therapy [5], since with this method



41

mostly of the muscle fibers are replaced by normal ones, with its original basal lamina in
place.

In conclusion, the present investigation shows that mdx nerve fibers are able to
sprout, not only during the normal course of the disease, probably in response to the signals
from regenerated muscle fibers, but also after a nerve lesion. This finding is of relevance,
considering the cell-mediated and gene therapies evolved to treat dystrophy and the

necessity to properly restore muscle fiber innervation.
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Figure 1. Nerve terminals (A) and AC/hRs (B) distribution in mdx mice. Note Bulbous

elargments at the tips of thin nerve terminals filaments. Scale bar: 7um

AChRSs are in islands of receptors, characterized by a brigther outline and a faither area in

the center. Scale bar: 7um

In C, nerve terminal (green) and receptors (red) of the same neuromuscular junction were

merged to show that bulbs are, generally, in direct apposition to the central fainter areas of

receptors. Scale bar: 7um.

Table 1. Number (%) of mdx and control (C57B1/10) neuromuscular junctions showing

extra-terminal, intraterminal and nodal sprouts.

Total number extra-terminal Intraterminal Nodal
of nmjs number of nmj (%) number of nmj (%) sprout
Non-crushed mdx 132 33 (25%) 114(85%) 0
Crushed mdx 45 33 (73%) 37(83%) 6 (13%)
Non-crushed C57B1/10 63 1(1.5%) 0% 0
Crushed C57Bl/10 46 19 (41%) 0 % 6 (13%)
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4. CONSIDERACOES FINAIS
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No presente estudo observamos uma freqﬁéncié de 25% né incidéncia de
brotamentos axonais extraterminais e de 85% de intraterminais nas jungdes
neuromusculares dos camundongos mdx ndo operados (Fig. 4), enquanto que nos
camundongos da linhagem C57BL/10 ndo operados (fig. 5) a freqiéncia foi
respectivamente de 1,5% e 0%. Considerando-se que os camundongos distroficos
apresentam ciclos de degeneragio e regeneragdo das fibras musculares (Bulfield et al,
1984), e que isto atua como estimulos para brotamentos axonais (Vam Mier e Lichtman,
1994) este aumento de certa forma era esperado.

Interessante é que o aumento da incidéncia de brotamentos axonais nos animais
mdhx, ndo esta de acordo com as observacdes de Lyons e Slater (1991), uma vez que estes
ndo encontraram diferenca significativa do niimero de brotamentos, pré e ultra-terminais,
ao compararem camundongos mdx e C57BL/10. Razdes para tais diferengas ndo estdo
claras, mas alguns pontos poderiam justifica-las.

O primeiro refere-se ao fato de que a intensidade de brotamentos axonais pode
diferir de acordo com a idade e entre diferentes musculos de um mesmo animal (Werning
& Herrera, 1986). O segundo ponto refere-se as diferentes metodologias empregadas neste
e naquele trabalho. Embora as técnicas argénticas utilizadas na marcagdio dos terminais
nervosos permitam boa resolugdo e confiabilidade, sendo assim universalmente
empregadas, € possivel que a microscopia confocal oferega melhores condigdes na
identificacdio de brotamentos de pequena dimensdo. Na impregnacdo argéntica a estrutura
marcada é a bainha de mielina, que durante o crescimento inicial do ax6nio pode estar
pouco desenvolvida. No presente trabalho o axonio foi marcado com anticorpo monoclonal
para neurofilamento, permitindo assim a marcacdo de axonios de pequeno didmetro,

inclusive do cone de crescimento. O terceiro e mais provavel € o fato de que pequenos
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botdes terminais dilatados (Ver fig 4), foram aqui considerados como brotamentos
intraterminais, ao passo que no trabalho de Lyons & Slater ndo o foram. A decisdo em
considerar as estruturas acima descritas como brotamentos intraterminais, contudo,
fundamenta-se em trabalhos mais recentes realizados pelos mesmos autores (Walsh et al,,
2000). Também, o uso da microscopia confocal de fluorescéncia permite-nos assim
proceder. Ela apresenta a vantagem de permitir a sobreposi¢do de componentes pré e pos
sinapticos de uma mesma jun¢do neuromuscular. Quando analisadas no comprimento de
onda que estimula a fluoresceina, observa-se os terminais nervosos que devem sobrepor-se
a imagem dos receptores de acetilcolina que sdo obtidas pela estimulagdo da rodamina. Nos
casos em que consideramos brotamentos intraterminais ndo havia uma perfeita
sobreposi¢do entre o axdnio e os receptores de acetilcolina (ver figura 4), caracterizando-se
assim um brotamento axonal intraterminal.

Interessa-nos o fato de que, nos animais mdx que ndo sofreram esmagamento, ha
alta freqiiéncia de brotamentos intraterminais ou seja, a presenca de terminais nervosos nao
coincidentes com areas de receptores. Este padrio de distribui¢do do terminal nervoso
assemelha-se em muito aquele visto em jungdes neuromusculares de camundongos
transgénicos, cujas fibras musculares que expressam niveis elevados de NCAM. As jungGes
neuromusculares desses camundongos mostram-se mais complexas como resultado de
extensos brotamentos intraterminais (Walsh et al,, 2000). Este padrio de distribuigdo
sustenta a idéia de que fibras musculares em regeneragdo induzem brotamentos axonais em
terminais nervosos intactos, provavelmente pela liberagio de sinais indutores de
brotamentos (Van Mier & Lichtman, 1994). Considerando-se que a NCAM também esta
presente em niveis elevados em fibras musculares em regeneragao (Walsh et al, 2000), uma

possibilidade é que também a expressdo de NCAM esteja aumentada em fibras distroficas
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regeneradas, sendo assim responsavel pelo extenso brotamento intra terminal. Caso isto
seja verdadeiro, poderia-se sugerir a partir dos nossos achados, que as fibras musculares
distroficas ndo seriam deficientes na produgdo de um dos fatores tido como indutores de
brotamentos axonais. Para a confirmagdo desta hipotese serdio necessarios estudos
adicionais, utilizando-se marcadores da NCAM nos animais distréficos.

O fato de termos encontrado aumento do nimero de brotamentos nos animais
distroficos em relagdo aos camundongos C57BL/10, ndo nos permite concluir se ha ou nio
de fato diminui¢do dos brotamentos axonais, j& que conforme ponderamos anteriormente a
presenca destes € esperada como resposta a presenca de fibras musculares em degeneracéo
e regeneragdo. Por isto, acrescentamos um estimulo adicional que ao ser aplicado tanto nos
camundongos mdx como nos C57BL/10, estimulassem a ocorréncia de brotamentos,
permitindo desta maneira uma comparagdo mais fiel e avaliagio quantitativa. O estimulo
utilizado foi o da desnervagio dos musculos esternomastoideos, através do esmagamento de
sua inervacao.

E bem conhecido o fato que diferentes procedimentos atuam estimulando o
aparecimento de brotamentos axonais. Servem como exemplo a toxina botulinica e o-
bungarotoxina que impedem por diferentes mecanismos a transmissio neuromuscular.
Embora inje¢des locais de toxina botulinica produzam extensos brotamentos dos terminais
motores, esses brotamentos eventualmente formam jungdes neuromusculares ectopicas com
as fibras musculares funcionalmente desnervadas (Duchen Strich, 1968) o que poderia
prejudicar a nossa avaliagdo. Por outro lado, o emprego da a-bungarotoxina que, ao ligar-se
seletivamente aos receptores de acetilcolina poderia comprometer a eficacia do processo de

marcacdo dos receptores de acetilcolina que também se utiliza da o-bungarotoxina



conjugada a rodamina. QOutra razdo para adotarmos o esmagamento € que O mesmo vem
sendo rotineiramente empregado em nosso laboratério como modelo de estimulo ao
brotamento axonal.

Nossas observagdes mostraram que oito dias apdés o esmagamento nos
camundongos mdx (Fig. 6), a frequiéncia dos brotamentos axonais do tipo extraterminal foi
de 73% e de intraterminal foi de 83%, enquanto nos camundongos C57BL/10 (Fig. 7)
foram respectivamente de 41% e 0%. Esses resultados permitem duas considerages que
estdo diretamente relacionadas ao objetivo geral deste trabalho.

A primeira refere-se a maior freqiiéncia de brotamentos do tipo extraterminal nos
animais mdx quando comparadas ao C57BL/10. Ao nosso ver o aumento da freqiiéncia nédo
representa efetivamente aumento na capacidade de brotamento, pois excetuando-se a
presenca da degeneragédo .e regeneracdo das fibras musculares ndo haveria razio para que
fibras musculares distréficas estimulassem os brotamentos. Da mesma forma, até onde ¢
sabido ndo existem fatores intrinsecos aos axonios que possam fazer isto. Dessa maneira,
nossa interpretagdo € que o aparente aumento na capacidade de brotamento nos animais
distroficos deve-se a presenga simultdnea de dois estimulos indutores de brotamentos: o
esmagamento do nervo e as fibras em degeneragcdo e regeneracdo. Essa hipdtese €
sustentada pelo fato de que se subtrairmos a freqiiéncia de brotamentos extraterminais
(25%) observada no curso normal da doenga (sem esmagamento) nos camundongos mdx,
daquela observada apds o esmagamento do nervo (73%) teremos uma freqii€ncia de 48%
que se aproxima da freqiiéncia observada no camundongo C57BL/10 (41%) onde somente
o estimulo provocado pelo esmagamento do nervo esta presente. Mais interessante

entretanto € o fato de que ndo ha diminui¢do dos brotamentos.



A segunda refere-se aos brotamentos do tipo intraterminal. Observamos que nao
ha diferenga significativa entre os animais mdx sem esmagamento (85%) e com
esmagamento do nervo (83%). Além disto, eles ndo foram observados em jungdes de
camundongos CS7BL/10 mesmo quando submetidos ao esmagamento do nervo. Esses
achados reforcam a idéia de que a capacidade de brotamento estd mantida nos animais
distroficos e sugerem fortemente que os mecanismos que controlam esse tipo de
brotamento deve-se mais a fatores relacionados a fibra muscular que ao componente
nervoso propriamente dito, uma vez que ndo aparecem apOs esmagamento do nervo em
camundongos C57BL/10. E possivel que o estimulo a esse tipo de brotamento seja
originado pela fibra muscular em regeneragdo, o que reforca a idéia que esse sinal
molecular possa ser a NCAM produzida pela fibra em regeneracdo. Essa hipotese €
reforcada pelo fato de que brotamentos do tipo intraterminal s3o observados em fibras
musculares regeneradas (Minatel,comunicac¢do pessoal) e naquelas que expressam grande
quantidades de NCAM (Walsh et al, 1999).

Outro achado relevante € o fato de brotamentos nodais ndo terem sido observados
durante o curso normal da doenca, embora houvesse a expectativa de que isto pudesse
ocorrer pois a presenca de fibras musculares em degeneracdo e regeneragdo nos
camundongos mdx atuariam como estimulo para brotamento. O fato de ndo termos
observado esse tipo de brotamentos deve ser interpretado como incapacidade real de
produgdo dos mesmos durante o curso da doencga, e ndo somente como auséncia decorrente
do aumento de fibrose intersticial a qual sabidamente pode atuar como um fator fisico que
obstrui o crescimento dos mesmos (Gutmann & Young, 1944). O que nos permite essa

interpretacdo € o fato que quando o nervo ¢ esmagado, uma situagio em que também ha
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fibrose intersticial, a presenga de brotamentos do tipo nodal foi observada, inclusive sem
diferenca significativa daquela observada para os camundongos C57BL/10.

Ao nosso ver a auséncia de brotamentos nodais durante o curso da doenga
explicaria-se pelo fato que para que isto ocorra ha necessidade de lesdo da célula de
Schwann tal como ocorre no esmagamento. De fato tem sido postulado que os estimulos
responsaveis pelos brotamentos axonais nodais e aqueles intra e extraterminais, diferem
entre si. Enquanto o estimulo mais importante para a indugdo de brotamentos nodais seria
lesdo da célula de Schwann ndo terminal (Wernig & Herrera, 1986)., aqueles para os
brotamentos extra e intraterminais seriam moléculas situadas ou liberadas ao nivel da fibra
muscular na jun¢@o neuromuscular.

Embora, neste trabalho, os achados tenham sido obtidos em camundongos, eles
parecem ndo estar em desacordo com aqueles da literatura, que relatam a auséncia de
brotamentos axonais durante o curso da DMD, em Humanos (Coers et al., 1977) e também
com aqueles que atestam a manutencdo da capacidade de emitir brotamentos quando
estimulados .

Embora grandes esfor¢os venham sendo feitos no desenvolvimento de terapias
genéticas e celulares para o tratamento de DMD, pouca aten¢do vem sendo dispensada ao
fato que estas novas fibras musculares necessitam ser reinervadas para o restabelecimento
da fungdo muscular. Neste particular, os resultados aqui apresentados, mostrando a
manutencdo da capacidade de brotamento axonais dos animais distroficos mdx podem ser
relevantes.

A terapia celular inclui o transplante de mioblastos e a transferéncia de células da
linhagem tronco da medula 6ssea (Pagel & Morgam, 1995; Ferrari et al., 1998; Gussoni et

al., 1999). Nesses casos além da transformacdo das fibras distroficas em fibras distrofina
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positivas, ocorre principalmente a formagio de novas fibras musculares. Embora a
literatura demonstre claramente o sucesso em transformar as fibras distroficas em fibras
musculares sadias, ndo ha registros de que nesses casos ocorra uma efetiva recuperacdo da
funcdo muscular. Nossos resultados permitem sugerir que esta modalidade de terapia
apresenta de fato dificuldade na recuperacdio da fungdo muscular, o que se explicaria da
seguinte maneira.

Sabe-se que os brotamentos do tipo extraterminal e principalmente os do tipo
intraterminal restringem-se exclusivamente a regido juncional e para-juncional da fibra
muscular. Assim, a reinervacdo das novas fibras musculares, a partir do transplante de
mioblastos e de células tronco exigiria que brotamentos axonais estendessem-se desde o
feixe axonal intra muscular principal ou na melhor das hipdteses desde o axdnio extra
terminal. Esse cenario exigiria, portanto, a possibilidade de que durante o curso normal da
doenca houvesse a presenca de brotamentos axonais do tipo nodal, os quais ndo estdo
presentes nessa situagao.

Por outro lado, nossos resultados permitem sugerir que as terapia génicas teriam
maior chance de sucesso a medida em que as fibras musculares tornar-se-iam inervadas
com maior facilidade, o que se explicaria da seguinte forma.

Apds a degeneracdo da fibra muscular, células de Schwann terminais com seu
respectivo terminal nevoso permanecem fixos as moléculas da membrana basal juncional
(Sanes & Lichtman, 1999). Assim sendo, a simples substituigdo de uma fibra muscular
distrofica para uma fibra distrofina positiva implicaria na manutencdo da célula de
Schwann e do terminal nervoso no sitio juncional original. Entende-se assim, que a

presenca de brotamentos intra e extraterminais do terminal motor, seriam suficientes para a



reinervagdo da fibra geneticamente modificada, assegurando a recuperacao funcional do

musculo.
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Figura 4 Juncgbes neuromusculares de camundongos mdx sem esmagamento do nervo. Em
verde, axonios pré-terminais e terminais marcados com anticorpos para neurofilamento.
Em vermelho, AChRs. Notar a presenca de brotamentos intraterminais (setas maiores) e de
brotamentos extraterminais (setas menores). Notar ainda a auséncia de brotamentos nodais.

Escala A.B,C: 12um; D: 7 um.
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Figura 5 Jung¢Ges neuromusculares de camundongos C57BL/10. Notar a sobreposi¢do dos
terminais nervosos (em verde) e os AChRs (em vermelho) caracteristico na jun¢do normal

com auséncia de brotamentos. Escala: 10um.






Figura 6 Jungdes neuromusculares de camundongos mdx com esmagamento do nervo.
Brotamentos axonais do tipo extraterminal (setas). Na figura B, aumento do painel inferior,

observa-se um brotamento (*), que se dirige a outra jungio (figura C). Escala: A e C:

20um, B: 10um.
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Figura 7 Jun¢@o neuromuscular de camundongo C57BL/10, com esmagamento do nervo.

Brotamentos axonais do tipo extraterminal (setas). Escala: 10 um.
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