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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) € caracterizada pela falta de distrofina, proteina
estrutural do sarcolema que promove a sua estabilizacdo. Em auséncia de distrofina, ocorre
aumento da permeabilidade ao cdlcio e conseqiiente mionecrose. Musculos como tibial anterior,
sOleo, diafragma e esternomastdide sofrem ciclos de mionecrose e regeneracdo muscular. Por
outro lado, os musculos extra-oculares (EO) ndo apresentam degeneracdo, sendo protegidos da
falta da distrofina. A atividade das proteinas ligadas ao Ca*™ pode ser um dos mecanismos
envolvidos para explicar tal protecdo. Nossos resultados revelaram aumento significativo do
conteddo da calmodulina (CaM) e quinase da cadeia leve de miosina (MLCK) no musculos EO
mdx quando comparado ao controle. A quantidade da calpaina 1 dos musculos EO distréficos foi
igual ao controle, confirmando a auséncia do processo de degeneracdo muscular. Também
verificamos se alteragdes no padrdo de distribuicdo dos receptores de acetilcolina (ACh) e dos
terminais nervosos, observadas em jun¢des neuromusculares distréficas, sdo decorrentes da falta
da distrofina ou da regeneracdo da fibra muscular. O padrdo de distribui¢ao dos receptores ACh
nos musculos retos e obliquos distréficos, ndo mostraram alteracio quando comparados ao
controle. No musculo retrator do bulbo mdx (parcialmente afetado pela distrofia) 56% dos
receptores apresentaram padrdo de distribuicdo alterado. Nossos resultados sugerem que a
distrofina ou o complexo distrofina-glicoproteinas (CDG), ndo estao diretamente envolvidos na

organizagdo dos receptores nos musculos EO.
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ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is characterized by the lack of dystrophin, structural
protein that provides stability to the sarcolemma. In the absence of dystrophin, causes increased
calcium permeability, leading to myonecrosis. Tibialis anterior, soleus, diaphragm and
stermomastoid muscles undergoes myonecrosis and regeneration cycles. However, extraocular
muscles (EO) do not show degeneration and are spared of the lack of dystrophin. We
investigated whether this protection is related to an activated of calcium-binding proteins. Ours
results showed significantly increased of calmodulin (CaM) and of the myosin light chain kinase
(MLCK) in the mdx EO compared to control muscles. Calpain quantity in the dystrophic EO was
equal of the control, confirmed the lack of the degeneration muscular processed. We also
investigated whether changes in acetylcholine (Ach) receptor distribution at the neuromuscular
junction and the nerve terminal, showed in the dystrophic neuromuscular junction, which could
be correlated to the lack of dystrophy or the muscle fiber regeneration. Distribution ACh receptor
in the dystrophic rectus and oblique exhibited no changes compared to control. In mdx retractor
bulbi (partial affected by the dystrophy) 56% of the receptor exhibited distribution altered. Taken
together, the results suggest the dystrophin or the dystrophin-glycoprotein complex does not

influence the distribution of acetylcholine receptors at the neuromuscular junction of spared EO.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
ACh = acetilcolina

Ca™" = célcio

CaM = calmodulina

CDG = complexo distrofina-glicoproteina

CT = controle

DHP = receptor de diidropiridina

DIA = diafragma

DMD = distrofia muscular de Duchenne

EO = extra-ocular

EO- = extra-oculares protegidos (retos e obliquos)
EO+ = extra-oculares protegidos e afetados

JNM = jun¢do neuromuscular

Mdx = X chromosome-linked muscular dystrophy
MLCK = quinase de cadeia leve da miosina
PMCA = Ca™" - ATPase da membrane plasmatica
RyR = receptor de rianodina

SERCA = Ca*" - ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico
SOL = séleo

STN = esternomastéide

TA = tibial anterior

X
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A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) € uma doenga recessiva ligada ao cromossomo
X que manifesta os primeiros sinais clinicos no inicio da infincia, afetando os musculos cardiaco,
esquelético e liso (ENGEL et al., 1994). Caracteriza-se pela falta da distrofina, proteina estrutural
do sarcolema que desempenha papel importante na manutencio de sua estabilidade (HOFFMAN
et al., 1987; BONILLA et al., 1988; KOENING; KUNKEL, 1990) e em processos de sinalizacdao
celular (RANDO, 2001; MARQUES, 2004).

A auséncia da distrofina causa instabilidade do sarcolema, aumento da entrada de calcio e
consequente mionecrose (FONG et al., 1990; TURNER et al., 1993; HOPF et al., 1996;
ALDERTON; STEINHARDT, 2000). Nos camundongos mdx, modelo experimental para a
DMD, a mionecrose € observada nos miusculos da pata, da mastigacdo, diafragma e
esternomastdide. Por outro lado, os musculos extra-oculares ndo apresentam degeneracdo
muscular, sendo “protegidos” da falta de distrofina (KHURANA et al., 1995; PORTER;
BAKER, 1996; ANDRADE et al., 2000).

O estudo dos musculos extra-oculares (EO) € importante para o entendimento da distrofia
muscular, visto que o comportamento destes muisculos sugere que a falta da distrofina parece ndo
ser essencial para que ocorra a mionecrose. Os mecanismos pelos quais os musculos extra-
oculares sdo protegidos ainda nao sdo conhecidos, sendo que uma das possibilidades seria a
habilidade intrinseca desses musculos em manter a homeostase do calcio (KHURANA et al.,
1995).

O calcio (Ca™) é um dos mais importantes mensageiros intracelulares. Alteracdes na
concentracdo do cdlcio citosélico e sua ligacdo com proteinas e enzimas especificas sao
essenciais para a contragdo muscular, secrecdo, plasticidade neural, metabolismo celular e

transcricao génica (BERCHTOLD et al., 2000; MARTIN et al., 2002; RUEGG et al., 2002).
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Dentre as proteinas ligadas ao Ca™ destacamos a calmodulina, considerada sensor de Ca™"
(VOGEL, 1994). Ela modula diretamente a atividade das proteinas quinase e fosfatase (NAIRN;
PICCIOTTO, 1994; TOKUWA et al., 1995), dos canais de ions (SAIMI; KUNG, 1994) e da
oxido nitrico sintase (REILING et al., 1996). Estd envolvida nos processos de proliferacao
celular, endocitose, adesdo celular e contracdo de misculo liso (ARTALEJO et al., 1996;
KUHLMAN et al., 1996).

Experimentos mostram que na auséncia da calmodulina ocorre agravamento da
mionecrose no musculo séleo de camundongos distréficos, devido a diminui¢do da expressao da
utrofina (CHAKKALAKAL et al., 2006), proteina que compartilha de seqii€éncia génica similar a
encontrada na distrofina (LOVE et al., 1989).

O Ca' liberado durante a contracio muscular pode ativar proteinas quinases dependentes
do complexo Ca**/calmodulina, como a quinase da cadeia leve da miosina, que fosforila a
miosina (SWEENEY et al., 1993; KAMM; STULL, 2001) aumentando o nimero de pontes
cruzadas, potencializando a contracdo em fibras musculares de contracdo rdpida (ZHI et al.,
2005).

Além disso, o aumento da concentracdo de Ca'™ no citosol também ativa proteases
dependentes de Ca*™, denominadas calpainas, que se ligam ao citoesqueleto e em proteinas da
membrana, sendo importantes no processo de degeneracdo / regeneracdo para degradacdo de
proteinas musculares e reorganizacdo do citoesqueleto (RUEGG et al., 2002; OTANI et al.,
2004).

No presente trabalho, levantamos a hip6tese que nos musculos extra-oculares distréficos,

que nao apresentam mionecrose, os mecanismos de tamponamento do cdlcio seriam mais
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eficazes, possivelmente por haver maior quantidade da calmodulina e/ou haver diminui¢do da
calpaina, impedindo a degeneracdo das fibras musculares.

A distrofina faz parte de um complexo de proteinas e glicoproteinas (complexo distrofina-
glicoproteina — CDG), sendo que a auséncia de uma proteina modifica a expressdo de vdrias
outras, supondo a interdependéncia entre a distrofina e demais moléculas deste complexo
(GILLIS, 1999; DURBEEIJ et al., 2000; HACK et al., 2000; GALBIATI et al., 2001). Por estar
relacionada a estabilidade do sarcolema, a distrofina também estd envolvida na manutengdo da
organizacdo das dobras juncionais do sarcolema pds-sindptico da juncdo neuromuscular, onde os
receptores de acetilcolina (ACh) estdo agrupados (OHLENDIECK et al., 1991; BEWICK et al.,
1992, RUFF, 2003).

Alteragdes na distribuicdo dos receptores de ACh s3o observadas nas jungdes
neuromusculares de camundongos mdx, podendo ser conseqiiéncia do processo de regeneracdao
muscular observado nos musculos distréficos (MINATEL et al., 2001, 2003; MARQUES et al.,
2006; MARQUES et al., 2007a) e ndo pela auséncia da distrofina.

Outra hipdtese levantada nesse trabalho é que o padrdo de distribuicao dos receptores de
ACh nos musculos extra-oculares distréficos seria normal, visto que esses musculos ndo

apresentam regeneracdo muscular decorrente da mionecrose.
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Quantificar as proteinas calmodulina e quinase da cadeia leve da miosina e a protease
calpaina nos musculos extra-oculares distr6ficos, que ndo apresentam mionecrose na auséncia da
distrofina, e em outros musculos afetados pela DMD.

Analisar se as alteragdes no padrdo de distribuicdao dos receptores de acetilcolina e dos
terminais nervosos dos musculos distréficos estdo relacionadas a falta da distrofina ou sao

decorrentes da regeneragdo muscular, tal como sugerimos em trabalhos anteriores (MINATEL et

al., 2001, 2003).
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3.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE (DMD)

A DMD ¢ uma das patologias mais comuns que envolvem lesdes musculares (ENGEL et
al., 1994; KHURANA et al., 1995). E uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X que se
manifesta no inicio da infancia, incapacitando o individuo de andar préximo da puberdade,
levando a morte por volta dos 20 anos de idade, geralmente por broncopneumonia e/ou faléncia
cardiaca (ENGEL et al., 1994; MILLER; HOFFMAN, 1994). Afeta 1 em cada 3.500 meninos
nascidos vivos (BRIGUET et al., 2004) e, segundo dados da Associa¢c@o Brasileira de Distrofia
Muscular (ABDIM), estima-se que a cada ano aproximadamente 113 criangas nas¢am
portadoras de  distrofia ~ muscular somente na cidade de Sao  Paulo

(http://www.abdim.org.br/dg_numeros.php, acesso em 14/09/2007).

A DMD ¢€ causada por uma mutacio no gene da distrofina, localizado no braco curto do
cromossomo X, na regido Xp21. Em aproximadamente 60% dos pacientes afetados pela DMD
ocorre a delecdo de DNA (MILLER; HOFFMAN, 1994) e nos 40% dos casos restantes, ocorre
um defeito menor, denominado de mutag¢do de ponto (CHATURVEDI et al., 2001).

A mutac@o no gene resulta na auséncia da distrofina, proteina estrutural do sarcolema que
desempenha papel importante na manutencdo de sua estabilidade (HOFFMAN et al., 1987;
BONILLA et al., 1988), conferindo prote¢ao contra danos que podem ocorrer durante a contragao
muscular (HARRIS et al., 1996) e estd envolvida nos processos de sinalizagdo celular (para
revisdao vide RANDO, 2001; MARQUES, 2004).

A biopsia do musculo esquelético de pacientes com DMD revela a mionecrose ou
degeneracao da fibra muscular. Observa-se também, em algumas fibras, a presenca de nucleo

central, caracteristico do processo de regeneracdo muscular realizado pelas células satélites
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(SCHMALBRUCH, 1984; McDOUALL et al., 1990). A regeneracdao ocorre na fase inicial da
doenca e € limitada, pois com a progressdo do quadro as fibras musculares gradativamente sdao
substituidas por tecido conjuntivo e adiposo (BOCKHOLD et al., 1998).

Os sintomas iniciais sdo fraqueza dos miusculos da cintura pélvica e posteriormente da
cintura escapular. A medida que a doenga evolui, as contraturas e deformidades limitam os
movimentos das articulagdes do pé, tornozelo, joelho e cotovelo. O individuo apresenta
dificuldade para subir escadas, caminhar e, para levantar-se do chio, o faz de forma segmentada,
numa atitude conhecida como “levantar miopético” (WALTON, 1994). Nos ultimos anos de
evolugcdo da doenca ocorre importante comprometimento da musculatura intercostal, além da
escoliose acentuada e comprometimento cardiaco, sendo a utilizacdo de ventilacdo mecanica
freqiiente nessa fase, na tentativa de melhorar a qualidade de vida do portador da DMD
(WALTON, 1994; JEPPESEN et al., 2003).

Avancos no conhecimento dos fendmenos biolégicos envolvidos na DMD ocorrem
devido a existéncia de modelos experimentais para a distrofia muscular. Dentre estes, destaca-se
a linhagem de camundongos mdx (X chromosome-linked muscular dystrophy; BULFIELD et al.,
1984). Estes camundongos apresentam miopatia degenerativa hereditdria ligada ao cromossomo
X, com auséncia da distrofina, como observada no humano. E um modelo experimental muito
utilizado pelo baixo custo e facil manutencdo. Entretanto, a miopatia do mdx difere da doenca
humana, pois machos e fémeas sdo afetados (TORRES; DUCHEN, 1987) e seus miusculos
regeneram sucessivamente apds um periodo de mionecrose. No animal jovem e adulto o ciclo de
degeneracdo / regeneracdo € vigoroso, mas no animal idoso o processo de regeneracdao diminui,

persistindo a mionecrose (PASTORET; SEBILLE, 1995).
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3.2 COMPLEXO DISTROFINA-GLICOPROTEINAS

A distrofina € uma proteina estrutural de 427 kDa, localizada na face citoplasmatica do
sarcolema (ZUBRZYCKA-GAARN et al., 1988). O dominio carboxila terminal da distrofina
liga-se  diretamente a  proteina  transmembrana  [-distroglicana (IBRAGHIMOV-
BESKROVNAYA, 1992). O dominio amina terminal da distrofina liga-se a F-actina
citoplasmadtica, formando uma liga¢cdo mecanica entre o sarcolema e a miofibrila (RYBAKOVA
et al., 2000)

A distrofina é considerada um dos componentes centrais do complexo distrofina-
glicoproteinas — CDG (Figura 1), sendo que a auséncia dessa proteina modifica a expressdo de

vdrias outras, supondo a interdependéncia entre a distrofina e este complexo (GILLIS, 1999;

DURBEE] et al., 2000; HACK et al., 2000; GALBIATI et al., 2001).

Dystroglycan

------

SSN

e Filamin

Act

.......

Dystrophin

Figura 1 — O complexo distrofina-glicoproteina (CDG). Os principais componentes do
CDG sido o complexo de sarcoglicanas (Sarcoglycan a, 3, y € d), o complexo de distroglicanas
(Dystroglycan o e PB) e a distrofina (Dystrophin). Através da ligacdo da laminina no sitio
extracelular do sarcolema e da ligacdo da actina (Actin) no sitio citoplasmatico, o complexo
promove estabilidade do sarcolema durante as mudancas mecanicas que acompanham a
contragdo muscular. Oxido nitrico sintase neuronal (NOS), distrobrevina (Dystrobrevin),
sintrofina (a-syn e B-syn), filamina (Filamin) e sarcospan (SSN) sdo proteinas adicionais
associadas a distrofina (modificado de McNALLY; PYTEL, 2007).
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Outra proteina ligada ao CDG, a utrofina, destaca-se por apresentar estrutura e fungao
homdlogas a distrofina (LOVE et al., 1989; BLAKE et al., 1996). O dominio da amina terminal
da utrofina liga-se a F-actina e o dominio carboxila terminal liga-se ao CDG através da -
distroglicana. A utrofina esta presente no sarcolema do feto, na fibra muscular em regeneracdo de
animais mdx e na juncdo neuromuscular de musculo adulto normal (BLAKE et al., 2002).
Estudos realizados em camundongos mutantes para a distrofina e utrofina revelam agravamento
no quadro da distrofia muscular, quando comparados aos camundongos mdx (GRADY et al.,
1997), sugerindo que a utrofina pode compensar, parcialmente, a auséncia da distrofina (LOVE et
al., 1989; GRADY et al., 1997).

O CDG é€ considerado um complexo multifuncional envolvido na sinalizagcdo celular, com
importante papel no mecanismo de defesa e na regulacdo da sobrevivéncia da célula (RANDO,
2001). Além disso, o complexo serve para ancorar a fibra muscular na matriz extracelular, onde
destaca-se o papel da distrofina no mecanismo de estabilizacdo do sarcolema (HOFFMAN et al.,
1987; BONILLA et al., 1988; KOENING; KUNKEL, 1990; MENKE; JOCKUSCH, 1991, 1995;

PASTERNAK et al., 1995).

3.3 0 CALCIO NA DISTROFIA MUSCULAR
Duas hipdteses sdo levantadas para explicar as mudangas patologicas decorrentes da
auséncia da distrofina: a hipétese da ruptura da membrana plasmatica e a hipotese do aumento do

influxo de Ca™ através de canais especificos da membrana plasmdtica (McARDLE et al., 1994;

GILLIS, 1999).
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De acordo com a hipétese da ruptura da membrana, o sarcolema da fibra distréfica € mais
susceptivel a lesdes. Andlises realizadas no plasma sanguineo mostram aumento na concentracao
de proteinas citoplasmadticas especificas do musculo estriado, como a mioglobulina, em pacientes
portadores de DMD (ZELLWEGER et al., 1972; FLORENCE et al., 1985; ENGEL et al., 1994) e
nos camundongos mdx (GLESBY et al., 1988; McARDLE et al., 1994), antes mesmo do inicio da
degeneracdo da fibra muscular. A concentra¢do da creatina quinase, enzima especifica da fibra
muscular, pode ser até 100 vezes maior nos pacientes de DMD quando comparado ao individuo
normal (ZELLWEGER et al., 1972).

Em contrapartida, as rupturas do sarcolema permitem a entrada de grandes quantidades de
Ca™ do meio extracelular para o interior da fibra distréfica, aumentando a atividade de proteases,
levando a mionecrose (FONG et al., 1990; TURNER et al., 1993; HOPF et al., 1996;
ALDERTON; STEINHARDT, 2000).

Considerando essa hipdtese, a contracdo muscular intensa torna-se um agravante na
DMD, pois a for¢a mecanica exercida no misculo aumenta as areas de ruptura do sarcolema,
tornando-o mais fragil e permedvel (PETROF et al., 1993). O portador de DMD deve ser
orientado a realizar suas atividades com o menor esfor¢co possivel, pois movimentos simples
como subir escada ou pular corda, se realizadas de forma exagerada, podem acelerar o processo
de mionecrose.

A segunda hipdtese sobre as mudancgas patoldgicas na distrofia relaciona-se ao aumento
do influxo de Ca™ através de canais especificos da membrana plasmética da fibra muscular
(HOPF et al., 1996; TUTBIDI et al., 1999). O nivel elevado de Ca™" intracelular livre no citosol
foi observado em miotubos e fibras musculares de portadores de DMD (BODENSTEINER;

ENGEL, 1978; JACKSON et al., 1985; MONGINI et al., 1988) e de camundongos mdx
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(TURNER et al., 1988; FONG et al., 1990; TURNER et al., 1991; BAKKER et al., 1993;
TURNER et al., 1993; HOPF et al., 1996; TUTDIBI et al., 1999). Entretanto, esse assunto traz
controvérsia, pois outros estudos ndo evidenciam o aumento na concentragio de Ca™" livre no
citosol, nas fibras musculares de portadores de DMD e camundongos mdx (HEAD, 1993;
RIVET-BASTIDE et al., 1993; GAILLY et al, 1993; PRESSMAR et al, 1994;
LEIJENDEKKER et al., 1996).

Os canais especificos de Ca™, como os canais ativados por contracio isométrica (stretch-
activated channel - SAC) (FRANCO-OBREGON; LANSMAN, 2002; WHITEHEAD et al.,
2006), canais que operam segundo o estoque de Ca™ (store-operated channel — SOC)
(VANDEBROUCK et al., 2001, 2002) e canais que permitem saida de Ca*™ (Ca*™ leak channel)
(FONG et al., 1990) aumentam suas atividades nas fibras musculares de camundongos mdlx,
permitindo maior influxo de Ca™, o que ativa proteinas e/ou enzimas dependentes de Ca*",
levando a degeneragdo da fibra muscular.

Outros possiveis mediadores da mionecrose seriam as espécies reativas de oxigénio
(EROs), pois os misculos distréficos apresentam aumento na sua produgdo, causando
peroxidacdo lipidica que precede a necrose (DISATNIK et al., 1998). As EROs aumentam a
ativacdo do fator nuclear de transcri¢do (NF-kappaB), responsavel pela regulacdo da expressao de
citocinas pro-inflamatérias, como interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF-a) (KUMAR;
BORICK, 2003).

Os parametros histologicos mais usados para caracterizar a distrofia no camundongo mdx
sdo a determinagdo da porcentagem de fibras com nucleo central, a variabilidade no tamanho das

fibras musculares e acimulo de tecido conjuntivo (BRIGUET et al., 2004).
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Tais alteracdes sdo observadas na maioria dos musculos esqueléticos do animal mdx,
sendo os mais estudados os musculos da pata, da mastigacdo, diafragma e esternomastéide. Os
musculos extra-oculares principais (retos superior, inferior, lateral e medial, e obliquos superior e
inferior) ndo apresentam sinais de mionecrose, acimulo de tecido conjuntivo ou nucleo central,
sendo protegidos dos efeitos da falta de distrofina (KHURANA et al., 1995; PORTER; BAKER,
1996; ANDRADE et al., 2000). Entretanto, os musculos extra-oculares acessorios (levantador da
palpebra e retrator do bulbo) sdo parcialmente afetados pela distrofia, fato constatado pela
presenca do nudcleo central (KHURANA et al., 1995; PORTER; BAKER, 1996; ANDRADE et
al., 2000; MARQUES et al., 2007a).

Nos musculos da pata de animais mdx jovens e adultos a mionecreose é compensada pelo
alto indice de regeneracdao. No animal idoso (65 a 104 semanas de vida) ocorre reducgdo
importante do processo regenerativo com consequente aumento da mionecrose (PASTORET;
SEBILLE, 1995). Tal fato pode ser atribuido a reducao progressiva do nimero de células satélites
e a diminuicdo da capacidade de proliferacdo e fusdao daquelas células ja existentes, como

também pela diminui¢do da fungdo fagocitaria das células inflamatérias (ZACKS; SHEFF, 1982).

3.4 MUSCULOS EXTRA-OCULARES

Os musculos extra-oculares (EO) s@o responsdveis pelo controle dos movimentos dos
olhos e exibem diferencas fundamentais em relacdo aos demais musculos esqueléticos, no que se
refere ao tipo de inervacao, morfofisiologia da juncdo neuromuscular, classificacdo das fibras
musculares e propriedades mecanicas (PORTER et al., 1995; BRON et al., 1997). Essas

diferencas os tornam susceptiveis a determinadas doencas, como a miastenia grave e protegidos
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de outras, como na DMD (KHURANA et al., 1995; YU WAI MAN et al., 2005, MARQUES et
al., 2007a).

Uma das caracteristicas anatdmicas dos musculos EO é a organizagdo laminar em
camadas, apresentando uma camada delgada mais externa denominada de orbital (adjacente aos
0ssos que constituem a Orbita) e outra camada mais espessa e interna denominada global
(adjacente ao nervo Optico). As camadas apresentam diferencas no didmetro das fibras
musculares, no padrdo de inervagdo, na vascularizacdo e atividade metabdlica (MAYR, 1971;
PORTER et al., 1991; PORTER et al., 1995; BRUECKNER et al., 1996).

Segundo as caracteristicas metabdlicas e o tipo de inervacdo (MAYR, 1971; SPENCER;
PORTER, 1988), as fibras dos musculos retos e obliquos sdo assim classificadas (PORTER,
1995):

= orbital mono-inervada: corresponde a 80% das fibras dessa camada, com
caracteristicas de fibras de contracdo rapida e inervacao presente na por¢ao média de cada fibra.

= orbital poli-inervada: corresponde a 20% das fibras dessa camada, exibe véarios
terminais nervosos distribuidos ao longo da fibra.

= global vermelha mono-inervada: corresponde a 33% das fibras dessa camada,
apresentam contracao rapida e alta resisténcia a fadiga.

= global intermedidria mono-inervada: corresponde 24% das fibras dessa camada,
apresentam contracio rapida e moderada resisténcia a fadiga.

= global branca mono-inervada: corresponde a 33% das fibras dessa camada, apresentam

contragdo rapida, com juncOes neuromusculares largas e baixa resisténcia a fadiga.
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= global poli-inervada: corresponde a 10% das fibras, apresenta varios terminais
nervosos distribuidos ao longo da fibra. Achados fisiologicos indicam o tipo de contragdo lenta.

Os musculos levantador da palpebra e retrator do bulbo (presente em algumas espécies de
animais), ndo exibem essa organiza¢do em camadas, como também ndo apresentam fibras com
poli-inervacao (PORTER et al., 1995). Diferente dos retos e obliquos, que ndo sdo afetados pela
auséncia da distrofina, os musculos levantador da pélpebra e retrator do bulbo dos camundongos
mdx sofrem o processo de degeneracdo / regeneracdo, caracterizado pela presenga do nucleo
central em aproximadamente 50% das fibras de um animal adulto (KARPATI et al., 1988;
ANDRADE et al., 2000; MARQUES et al., 2007a).

Inicialmente, acreditava-se que os musculos protegidos poderiam apresentar maior
expressao de utrofina, podendo compensar funcionalmente a auséncia da distrofina (LOVE et al.,
1989). Porter et al. (2003) compararam a expressao génica de alguns componentes do CDG em
miusculos da pata e EO e observaram aumento da expressdo da utrofina nas fibras do tipo orbital
mono-inervada, orbital poli-inervada e global poli-inervada. Entretanto, nos demais tipos de fibra
tal aumento ndo foi significativo, sugerindo que os musculos EO apresentam propriedades
constitutivas, e ndo adaptativas, na prote¢ao a mionecrose.

Uma das possibilidades para explicar a protecdo contra a mionecrose dos musculos EO
principais (retos e obliquos) distréoficos seria a habilidade intrinseca desses musculos em manter a
homeostase do Ca™ (KHURANA et al., 1995). Contudo, os mecanismos pelos quais os

musculos extra-oculares mantém a homeostase ainda nao sao esclarecidos.
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3.5 A JUNCAO NEUROMUSCULAR

A junc¢@o neuromuscular (JNM) € o local de contato entre o terminal nervoso motor € a
fibra muscular. Apresenta 3 compartimentos: (1) o compartimento pré-sindptico, onde estdo
presentes o terminal nervoso e a célula de Schwann terminal, que envolve a por¢do nao sindptica
do terminal; (2) o compartimento extracelular, preenchido pela lamina basal juncional; (3) o
compartimento pds-sindptico, que compreende o sarcolema juncional com os receptores de
acetilcolina (ACh) e o sarcoplasma juncional, que proporciona suporte estrutural e metabdlico
para a regido pos-sindptica (ENGEL et al., 1994).

O sarcolema poés-sindptico é pregueado, contendo dobras juncionais com cerca de 1um de
profundidade (HALL; SANES, 1993). Na dobra juncional existem duas regides distintas: o dpice,
onde os receptores de ACh estdo agrupados e o fundo, onde estdo os canais de sddio responsaveis
de geracdo do potencial de acdo. No dpice das dobras também existem proteinas, que servem de
ligacdo entre o sarcolema e o citoesqueleto da fibra muscular, mantendo a estrutura das dobras
juncionais. Entre essas proteinas destacam-se a distrofina, que através da ligacdo com o CDG une
o citoesqueleto abaixo do sarcolema a membrana basal (RUFF, 2003) e a utrofina, co-localizada
aos receptores de ACh (OHLENDIECK et al., 1991). A utrofina pode ser uma das moléculas do
citoesqueleto responsavel por organizar e estabilizar o dominio citoplasmético dos receptores de
ACh (TAKEMITSU et al., 1991).

Estudos realizados em camundongos mostram que durante o desenvolvimento da JNM, os
receptores ACh aparecem estruturalmente distribuidos em placas compactas e permanecem com
esta forma até aproximadamente 2 a 3 dias pos-natal (STEINBACH, 1981; BALICE-GORDON;

LICHTMAN, 1993; MARQUES et al., 2000). A seguir, ocorrem falhas no interior dessas placas
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até que os receptores atingem seu padrao de distribuicdo da fase adulta, ou seja, em bragos
continuos (BALICE-GORDON; LICHTMAN, 1993; MARQUES; SANTO NETO, 1998;
MARQUES et al., 2000), com o terminal nervoso co-localizado.

A maioria das fibras musculares sio mono-inervadas e suas juncdes localizam-se no terco
médio do musculo. No entanto, o padrao de distribui¢do dos receptores observado nos musculos
normais de animais adultos é perdido nos musculos distréficos (TORRES; DUCHEN, 1987;
LYONS; SALTER, 1991). Anormalidades estruturais ocorrem na JNM de animais mdx,
principalmente no componente pds-sindptico. Observam-se reducdo na profundidade da fenda
sindptica (TORRES; DUCHEN, 1987), diminui¢do na marcagdo da acetilcolinesterase (LYONS;
SLATER, 1991), alteragdes no turnover dos receptores de ACh (XU; SALPETER, 1997) e no
padrao de distribuicao dos receptores (LYONS; SLATER, 1991; MINATEL et al., 2003).

Na JNM distréfica, os bracos continuos apresentam-se quebrados, formando pequenos
aglomerados de receptores, classificados como “ilhas” (BALICE-GORDON; LICHTMAN, 1993;
MARQUES; SANTO NETO, 1998; MARQUES et al., 2000, 2005; MINATEL et al., 2001,
2003).

Estudos realizados em camundongos normais que receberam injecdes do anestésico local
lidocaina, que provoca degeneracdo da fibra muscular (BENOIT; BELT, 1970), demonstraram o
mesmo padrdo de distribuicdo dos receptores ACh encontrado nos animais mdx, ou seja, em
“ilhas”. Tais resultados sugerem que, aparentemente, a falta da distrofina ndo estd envolvida no

padrdo de distribuicdo dos receptores ACh (MINATEL et al., 2001).
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3.6 O CALCIO E PROTEINAS LIGADAS AO CALCIO

O calcio (Ca™) é um dos mais importantes mensageiros intracelulares. Alteracdes na
concentracdo do cdlcio citosdlico sdo essenciais para a contracdo muscular, secre¢ao, plasticidade
neural, metabolismo da célula e transcri¢do génica (MARTIN et al., 2002; RUEGG et al., 2002).

No miusculo esquelético, a contracdo muscular se inicia quando a ACh cria um potencial
de acdo que se propaga através do sarcolema, alcancando os tdbulos T. Os receptores sensiveis a
voltagem diidropiridina (DHP) abrem os canais de Ca™ do reticulo sarcoplasmatico adjacente,
denominados receptores de rianodina (RyR) (Fig. 2). O Ca'™" se espalha no citosol, combina-se
com a troponina expondo os sitios de ligacdo da actina, iniciando a contracdo. Quando a fibra
muscular estd relaxada, o Ca™ em excesso livre no citosol é normalmente transportado para o
interior do reticulo sarcoplasmadtico através da Ca™-ATPase do reticulo sarco/endoplasmético
(SERCA) ou para fora da célula pela Ca™"-ATPase da membrana plasmatica (PMCA) (RUEGG

et al., 2002).
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Figura 2. Receptor de rianodina e sua fun¢do na liberacdo de Ca'™. A interacdo entre o
receptor de diidropiridina (DHP) e o receptor rianodina (RyR), responsdvel pela liberacdo do Ca™
do reticulo sarcoplasmadtico, conectam as membranas tubular e do reticulo sarcoplasmético. O Ca™"
liberado do reirculo sarcoplasmaético via RyR liga-se a troponina para a contracdo muscular, como
também a outras proteinas, desempenhando multiplas fun¢des (modificado de BERCHTOLD et

al., 2000).

O Ca™ livre no citosol controla a atividade de enzimas citoplasmaticas e o Ca'™" do

reticulo sarcoplasmadtico estd envolvido em processos bioquimicos fundamentais, como a sintese

de proteinas de membrana e proteinas secretoras. Distiirbios na concentracio de Ca'™" no reticulo

endoplasmdtico tém atraido atengdo, pois podem contribuir para processos patologicos que

resultam em lesdo neuronal (PASCHEN, 2001).
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A interacio do Ca™ com outras moléculas, como a calmodulina (CaM), tem papel

fundamental nas fun¢des da fibra muscular, como destacado na tabela abaixo:

Tabela 1. Proteinas ligadas ao Ca*" e a CaM e suas funcdes.

Proteina Ligacido com Ca™ | Liga¢iio com CaM Principal func¢io
Calmodulina + Multifuncional
Parvalbumina + Transporte da Ca™ da miofibrila
para o reticulo sarcoplasmaético
Quinase da cadeia + Fosforilagdo da miosina
leve de miosina
Calpaina + Protease dependente de Ca*™"
Calmodulina quinase + Quinase multifuncional
dependente de Ca™"
Receptor de + + Canal do reticulo
Rianodina sarcoplasmatico que libera Ca*™
Calsequestrina + Proteina do reticulo
sarcoplasmatico que estoca Ca*™"
Oxido Nitrico Sintase + Possivel envolvimento no
neuronal (nNOS) relaxamento muscular
Distrofina + Conecta os filamentos de actina

ao sarcolema

Fonte: Modificado de BERTOHTOLD et al., 2000

3.6.1 CALMODULINA (CaM)

A CaM, considerada sensor de calcio (VOGEL, 1994), funciona como receptor e segundo

mensageiro para este ion (MEANS, 2000). Ela modula diretamente a atividade das proteinas
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quinase e fosfatase (MEANS et al., 1991; NAIRN; PICCIOTTO, 1994; TOKUMA et al., 1995),
dos canais de ions (SAIMI; KUNG, 1994) e da 6xido nitrico sintase (REILING et al., 1996). Esta
envolvida em diversos processos como proliferacdo celular, endocitose, adesdo celular e
contragcdo de musculo liso (ARTALEJO et al., 1996; KUHLMAN et al., 1996).

Essa protefna apresenta quatro sitios de ligacdo ao Ca*" e é membro de uma grande
familia de proteinas que se ligam ao Ca™ que inclui também a troponina C, a qual desencadeia a
contraciio muscular em resposta ao aumento da concentracdo de Ca™. Quando ocorre o aumento
na concentracio de Ca™ no citosol, este liga-se a calmodulina formando o complexo Ca*"-CaM,
que ativa outras proteinas ou enzimas (BERCHTOLD et al., 2000).

Estudos demonstram a associagdo da CaM com o C-terminal da distrofina, o que sugere
uma possivel regulacdo da atividade da distrofina (ANDERSON et al., 1996). Essa associagao
regula a interacdo de proteinas, como a distrofina-actina (JARRETT; FOSTER, 1995) e utrofina-
actina (WINDER; KENDRICK-JONES, 1995) e também afeta os mecanismos que regulam a
sobrevivéncia da célula (DATTA et al., 1999), pois vdrias proteinas quinases, incluindo a quinase
dependente de CaM, participam no processo celular que regula a apoptose (FRANKLIN;
McCUBREY, 2000).

Nos musculos distréficos observa-se reducdo na atividade de moléculas reguladas pela
CaM (NIEBROJ-DOBOSZ et al., 1989) e tanto a CaM, como outras moléculas envolvidas na
homeostase do Ca™, tém sido investigadas nesses miisculos (CULLIGAN et al., 2002; GAILLY,
2002; MARTIN et al., 2002; RUEGG et al., 2002). A atividade das proteinas ligadas ao Ca*™"
pode ser a chave para explicar a protecdo dos musculos EO distréficos contra a mionecrose,
considerando a hipdtese que o tamponamento do Ca*" é eficaz nesses musculos, possivelmente

por haver maior quantidade dessas proteinas, como a CaM.
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O complexo Ca™"-CaM ativa uma série de proteinas quinases, incluindo a quinase da
cadeia leve da miosina (Myosin Light Chain Kinase - MLCK), responsével pela fosforilacdo da
miosina e conseqiiente contracdo muscular (STULL, 1996).

A fosforilacdo da miosina tem papel fundamental na contragdo do musculo liso (KAMM;
STULL, 1985). Entretanto, a MLCK também é expressa no miusculo esquelético adulto
(HERRING et al., 2000) estando relacionada com o pico de tensdo contritil em fibras de

contracdo rdpida (MOORE; STULL, 1984; RYDER et al., 2007).

3.6.2 CALPAINA

A calpaina é uma protease dependente de Ca™ (SUZUKI et al., 1995; ZHANG et al.,
1996). Apresenta duas subunidades com 80 e 30 kDa e estd localizada no sarcolema, na
mitocdndria e no nicleo (YOSHIZAWA et al., 1995).

Essa protease adere ao citoesqueleto e a proteinas da membrana, sendo importante na
degradacdo de proteinas musculares e posterior reorganizacdo do citoesqueleto, favorecendo o
crescimento da fibra muscular ou sua regeneracao (KWAK et al., 1993).

Os mecanismos que levam a ativacdo da calpaina sdo controversos e complexos
(CARAFOLI; MOLINARI, 1998), mas estudos revelam que o aumento na concentracdo de Ca*™"
livre no citoplasma causa a ativacdo da calpaina (MELLGREN, 1987), levando a morte da célula
(SPENCER et al., 1995; MARIOL; SEGALAT, 2001).

Andlises realizadas em bidpsias de musculo esquelético de portadores da DMD revelam
aumento na concentracdo de Ca*™ e de calpaina (BODENSTEINER; ENGEL, 1978), sendo o

mesmo resultado encontrado em musculos de animais mdx (SPENCER et al., 1995). Por outro
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lado, o aumento da expressdo da calpastatina, inibidor endégeno da calpaina, preveniu a
mionecrose em animais mdx (SPENCER; MELLGREN, 2002), levando ao acimulo de proteinas
no musculo, como GLUT4, e a hipertrofia (OTANI et al., 2004).

Estudos revelam a interagdo entre a calpaina e a utrofina. O aumento de Ca*" intracelular
resulta no aumento da ativacdo da calpaina e reducdo significativa da utrofina em cultura de
miotubos, sugerindo que na DMD o aumento da atividade da calpaina pode contribuir para a
instabilidade do sarcolema devido a degradacdo da utrofina (COURDIER-FRUH; BRIGUET,

2006).



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Animais

Foram utilizados 36 camundongos adultos (2 a 3 meses de idade) de ambos os sexos,
sendo 18 da linhagem mdx e 18 C57Bl/10ScSn utilizados como controle, os quais sdo
heterozigotos para o gene que desencadeia a distrofia muscular e deram origem a linhagem mdx
(BULFIELD et al., 1984). Os animais foram adquiridos no Biotério Central da UNICAMP e
mantidos no biotério do Departamento de Anatomia, em caixas pldsticas padrao, com condi¢des
ambientais adequadas (12 horas de ciclo claro/escuro), com ragdo e dgua ad libitum. O trabalho
foi submetido 2 Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal CEEA-IB-UNICAMP e aprovado

(Protocolo n° 1169-1)

4.2 Técnica de Microscopia de Luz e Fluorescéncia
4.2.1 Grupos Experimentais
4.2.1.1 - Grupo Miisculos Extra-oculares
Constituido por todos os miusculos extra-oculares retos superior, inferior, medial e lateral,
obliquos superior e inferior, retrator do bulbo e levantador da pélpebra de camundongos mdx e

C57BL/10ScSn.

4.2.1.2 — Grupo Musculos da Pata
Constituido pelos musculos tibial anterior (TA) e séleo (SOL) de camundongos mdx e
C57BL/10. Esses musculos apresentam grande comprometimento muscular decorrente da falta da

distrofina.
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4.2.2 Microscopia de Luz

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% intra-peritonial (0,2 ml: 20g de
peso corporal) e perfundidos com 20 ml de paraformaldeido 2%.

Para o desenvolvimento dessa técnica foram utilizados 4 animais mdx e 4 controles, sendo
retirados: a orbita direita (com todos os musculos EO), TA e SOL direito de cada animal.

Ap6s a retirada os musculos foram fixados em suportes de madeira com tragacanth gum,
imersos em isopentano a -80°C por 40 segundos e imediatamente colocados em nitrogénio
liquido a -159°C. Os musculos foram retirados do nitrogénio e mantidos em Biofreezer a -70°C.
Para obtenc¢ado dos cortes, os musculos foram descongelados por aproximadamente 30 minutos até
atingirem a temperatura de -23°C e seccionados transversalmente utilizando criostato (Microm-
HS505E), com espessura variando entre 8 ¢ 10 pum. Os cortes foram seriados, coletados em
lamina, corados com Hematoxilina e Eosina para andlise da localizacdo do nicleo e da 4rea das

fibras musculares.

4.2.3 Microscopia Confocal

Para andlise da distribui¢do dos receptores de acetilcolina e dos terminais nervosos foi
utilizado o microscépio confocal da BioRad (MRC 1024). Os animais foram sacrificados com
hidrato de cloral 10% e ap6s perfusdo com 20 ml de tampdo fosfato (PBS) e 20 ml de
paraformaldeido a 2%.

Para o desenvolvimento dessa técnica foram utilizados 3 animais mdx e 3 controles, sendo
os seguintes musculos fixados in situ e retirados separadamente: 4 retos, 2 obliquos, levantador

da pélpebra e retrator do bulbo, TA e SOL direito e esquerdo de cada animal.
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Os miusculos foram retirados, um a um, e presos pelas extremidades em uma cuba, com
auxilio de alfinetes. Foram entdo lavados com PBS e incubados com glicina 0,1M por 20 minutos
em agitador orbital (FANEM 255-B), para inativar o fixador. Depois de lavadas com PBS, foram
incubados com colagenase 1% (Tipo I-Sigma) por 20 minutos no agitador, para que o tecido
conjuntivo que resta preso aos musculos se desprendesse. A seguir foram lavados com PBS e os
receptores ACh marcados com a-bungarotoxina conjugada a rodamina (Tetramethylrhodamine
alpha-bungarotoxin; T-1175; Molecular Probes; Rh-BTX, 1:100 em PBS) durante 30 minutos no
agitador. Posteriormente, os musculos foram lavados com PBS e incubados com triton 1%
durante 1 hora, para permeabilizacdo das fibras musculares. Em seguida, lavados com PBS e com
a finalidade de bloquear ou diminuir a marcacdo inespecifica do anticorpo primdrio foram
incubados com uma solugdo bloqueadora composta de 125 pl de triton X-100, 1 ml de soro
albumina bovina - BSA, diluidos em 23,8 ml de PBS, durante 24 horas. Ap6s esse periodo foram
incubados com anticorpo primdrio (anti-neurofilamento, 1:100 em solucdo bloqueadora), a 4°C
por 12 horas. Posteriormente, foram lavados com PBS e incubados com anticorpo secundério
(anti-mouse IgG - FITC, 1:100 em solu¢do bloqueadora) por 3 horas. A seguir, foram lavados e
montados em lamina sob laminula em meio de montagem para fluorescéncia DABCO (Sigma),

para posterior observacao ao microscopio confocal.

4.2.4 Imunohistoquimica
Para andlise da localizacio da CaM na fibra muscular foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica. Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% intra-peritonial

(0,2 ml: 20g de peso corporal) e perfundidos com 20 ml de paraformaldeido 2%.
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Para o desenvolvimento dessa técnica foram utilizados 4 animais mdx e 4 controle, sendo
retirados: a 6rbita esquerda (com todos os musculos EO), TA e SOL esquerdo de cada animal.

Os musculos foram retirados e fixados em suportes de madeira com tragacanth gum,
imersos em isopentano a -80°C por 40 segundos e imediatamente colocados em nitrogénio
liquido a -159°C e posteriormente foram retirados do nitrogénio e mantidos em Biofreezer a -
70°C. Para obtencdo dos cortes, os musculos foram descongelados por aproximadamente 30
minutos até atingirem a temperatura de -23°C e seccionados transversalmente utilizando criostato
(Microm-HS505E), com espessura variando entre 8 e 10 um. Os cortes foram seriados, coletados
em lamina, lavados com tampdo fosfato (PBS; 14g de fosfato de s6dio monobdsico, 4,3g de
fosfato de potassio dibasico anidro e 72g de cloreto de s6dio em 1 litro de dgua destilada, ph 7.5)
por 10 minutos e posteriormente lavados com Triton 1%, durante 10 min. Apds esse periodo, as
laminas foram secadas e lavadas com PBS. Em seguida, o material permaneceu em solugdo
bloqueadora composta de glicina 1%, BSA 3%, leite desnatado 2%, soro fetal bovino 8%, triton
X-100 - 0,6%, durante 1 hora. Apds esse periodo, os miisculos foram incubados com o anticorpo
primdrio para calmodulina durante 24 horas. No dia seguinte, foram lavados e incubados com
anticorpo secundario durante 2 horas. Apds lavagens, as laminas foram montadas com laminula
em meio de montagem para fluorescéncia DABCO (Sigma) e observadas em microscopio optico

de fluorescéncia Nikon.
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4.3 Técnica de Immunoblotting
4.3.1 Grupos Experimentais
4.3.1.1 - Grupo Miisculos Extra-oculares (EO+)

Constituido pelos musculos extra-oculares protegidos: retos superior, inferior, medial e
lateral, obliquos superior e inferior e afetados: retrator do bulbo e levantador da pélpebra de
camundongos mdx e CS57BL/10ScSn. Os miusculos afetados apresentam mionecrose parcial

decorrente da falta da distrofina.

4.3.1.2 — Grupo Musculos Extra-oculares Protegidos (EO-)
Constituido pelos musculos extra-oculares protegidos: retos superior, inferior, medial e
lateral, obliquos superior e inferior. Os musculos protegidos ndo apresentam mionecrose

decorrente da falta da distrofina.

4.3.1.3 — Grupo Tibial Anterior e outros misculos
Constituido pelos miusculos tibial anterior (TA), séleo (SOL), diafragma (DIA) e
esternomastdide (STN) de camundongos mdx e C57BL/10ScSn. Esses musculos apresentam

grande comprometimento muscular decorrente da falta da distrofina.

4.3.2 Preparacao de Extrato Total

Ap6s sinais de anestesia, o animal foi perfundido com PBS. Para o desenvolvimento
dessa técnica foram utilizados 11 animais mdx e 11 controles, sendo os seguintes musculos
retirados: EO, TA, SOL, DIA, STN direito e esquerdo de cada animal. Considerando o grupo EO,

a orbita direita foi destinada para constituir o grupo EO+, formado por todos os musculos extra-
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oculares e a 6rbita esquerda destinada para constituir o grupo EO-, onde os quatro retos e dois
obliquos foram isolados.

Em média, a cada 3 animais sacrificados de cada grupo (controle e mdx), os muisculos
retirados eram cortados em pequenos pedacos e homogeneizados imediatamente em tampao para
homogeneizacdo (Triton X-100 1%, tris-HC1 100mM (ph 7,4), pirofosfato de s6dio 100mM,
fluoreto de sédio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2 mM e
0,1lmg/ml de aprotinina), com volume variando entre 300 a 1000 ul, a 4°C usando
homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury,
NY, EUA) operado em velocidade maxima por 30 segundos. O extrato total para a calpaina foi
composto apenas de Triton X-100 1%, tris-HCl 100mM (ph 7.4), pirofosfato de s6dio 100mM,
fluoreto de sédio 100mM, ETDA 10mM. Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por
20 minutos e o sobrenadante utilizado para andlise por extrato total. A determina¢do de proteina

foi realizada pelo método de Bradford (1976).

4.3.3 Eletroforese

As amostras dos extratos protéicos foram tratadas com tampdao Laemmli (azul de
bromofenol 0,1% e fosfato de sédio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de
ditiotreitol 100mM e aquecidas em dgua fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. Em
seguida, 30 pg de proteina foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 10 % (MLCK e
calpaina) ou 15% (para a CaM) em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). Foram obtidos 4 extratos protéicos por grupo (controle

e mdx) dos animais sacrificados, que resultou em 8 géis para cada proteina analisada. A
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eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120V
(constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas foram incubadas com
solucdo basal (Trisma base 10mM, cloreto de sédio 150mM e Tween-20 0,02%) contendo 5% de
leite desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir a ligacdo ndo especifica de
proteinas. Posteriormente, foram incubadas com 10ug de anticorpo primdrio diluido em 10ml de
solucdo basal contendo 3% de leite desnatado a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as
membranas foram lavadas por 30 minutos com solugdo basal e incubadas em 10ml de solugdo
basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5ug de anticorpo secunddrio por duas horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos
com solucdo basal.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solugcdo de
quimioluminescéncia (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos,

seguido de exposicao a um filme Kodak XAR (Eastman KodaK, Rochester, N.Y, USA).

4.4 Anticorpos

4.4.1 — Anticorpos Primérios:

Calmodulina; CaMI; F1-149; sc-5537; Santa Cruz.

Quinase de cabeca leve da miosina; MLCKsk; R-19; sc-9456; Santa Cruz
Calpaina; Calpain 1; N-19; sc-7531; Santa Cruz

Anti-neurofilamento-monoclonal 200; N-5389; Sigma.
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4.4.2 - Anticorpos secundarios:

Anti-mouse IgG (whole molecule) FITC Conjugate antibody developed in goat; F-0257; Sigma.
Anti-rabbit IgG (whole molecule) FITC Conjugate antibody developed in goat F-0382; Sigma.
HRP-anti rabbit IgG (H+L); Sinapse

HRP-anti goat IgG (H+L); Sinapse

4.5 Analise dos Dados
4.5.1 Microscopia de Luz — analise histolégica do processo de degeneracao/ regeneracao
A contagem dos nucleos centrais foi realizada através de um reticulo de cem pontos
acoplado a ocular do microscopio Optico em objetiva de 40x, com auxilio de contador manual.
Para medida da area da fibra muscular foi utilizado o microscopio 6ptico Axioskop Zeiss,
locado no Departamento de Anatomia — IB. Cada corte foi focado em objetiva de 40x e a imagem
captada por videocimera e analisada pelo programa Image-Pro. Foram definidos trés campos
aleatoriamente e cada fibra muscular foi medida com o auxilio do mouse, 0 que permitiu obter a

area em micrometros? .

4.5.2 Microscopia Confocal — analise do padrao de distribuicao dos receptores de ACh

Para medida da drea da jun¢@o neuromuscular e de cada aglomerado de receptores foi
utilizado o sistema confocal da Bio-Rad (MRC 1024UV), equipado com lasers Argodnio-
Kriptonio (Ar-Kr) e Ultra-Violeta (UV), acoplado a um microscépio invertido de fluorescéncia
(Axiovert 100 Zeiss). Foi utilizada a objetiva de 40x (1.2 NA, imersdo em 4gua). As medidas

foram feitas usando o Softer Processing da Bio-Rad. Para o indice da é4rea da juncdo
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neuromuscular, foi considerando o maior eixo longitudinal (comprimento) e transversal (largura)
do aglomerado de receptores. Para cada segmento de receptor, foi medido o seu eixo longitudinal
(comprimento) e transversal (largura) e realizada a razdo entre comprimento e largura. Foram
classificados como “bragos continuos” aqueles em que a razdo era maior que 1.5 e como “ilhas”
aqueles segmentos de receptores em que a razdo era igual ou menor que 1.5 (MARQUES et al.,

2005, 2007).

4.5.3 Immunoblotting — quantificacio das proteinas ligadas ao Ca™

As bandas observadas na técnica de immunobloting foram escaneadas e salvas em discos
de computador para posterior quantificacdo da densitometria Optica, usando um scanner € o
programa Image J (The National Institute of Health, EUA).

A avaliacdo dos dados foi feita através do programa Excel®, considerando média, desvio

padrao, Teste T Student.



5. RESULTADOS ANALISE HISTOLOGICA E PADRAO DE

DISTRIBUICAO RECEPTORES DE ACh
The Anatomical Reccord 290(7):846-54, 2007.
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Acetylcholine receptor organization at the dystrophic extraocular muscle

neuromuscular junction.

Estudos realizados em nosso laboratério (MINATEL et al., 2003) sugeriram que
alteracdes na distribuicdo dos receptores de acetilcolina (ACh) de miusculos distréficos sao
conseqiiéncia do processo de regeneracdo muscular e ndo da auséncia da distrofina. No presente
trabalho levantamos a hipdtese que o padrdo de distribui¢do dos receptores de ACh nos misculos
EO (retos e obliquos) distréficos seria normal, visto que esses musculos ndo apresentam
regeneragdo muscular decorrente da mionecrose.

Através da microscopia confocal analisou-se o padrdo de distribui¢do dos receptores de
ACh e do terminal nervoso nos musculos EO protegidos (retos e obliquos) e afetado (retrator do
bulbo) de animais adultos mdx. Os musculos tibial anterior e s6leo também foram analisados.

Os resultados mostraram que os musculos retos e obliquos distréficos ndo apresentam
marcacdo para a distrofina (Figura 1D, p.40), bem como degeneracdo muscular, acimulo de
tecido conectivo e fibras com ntcleo central (Tabela 1, p.39; Figura 1A, p. 40).

Nesses musculos, os receptores de ACh estavam distribuidos em bragos continuos
(Figura 2B-D, p.41; Tabela 2, p.42) e “en grappe” (Figura 3B, p.43) com o terminal nervoso co-
localizado (Figura 3A-B, p.43). O mesmo padrdo de distribuicdo foi observado no controle
(Figura 2A, p.41; Tabela 2, p.42).

Diferente dos musculos EO protegidos, no miisculo retrator do bulbo observou-se 45%
das fibras musculares com nucleo central (Tabela 1, p.39; Figura 1B, p.40) e 56% dos receptores
de ACh apresentaram padrdo de distribuicdo em ilhas (Tabela 2, p.42; Figura 3D, p.43; Figura

4B-D, p.44). O terminal nervoso era ramificado em delicados prolongamentos com botdes nas
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extremidades que preenchiam o centro dos receptores (Figura 3D, p.43). No musculo retrator do
bulbo controle ndo foram observadas fibras com nucleo central (Tabela 1, p.39) e o padrao de
distribui¢ao dos receptores de ACh foi em bragos continuos (Tabela 2, p.42; Figura 3C, p.43;
Figura 4A, p.44), com terminal nervoso co-localizado (Figura 3C, p.43). O padrio em ilhas
também foi observado nos musculos tibial anterior e séleo de animais distr6ficos (Figura 5SB-C,
p.44, Tabela 1, p.39; Tabela 2, p.42).

O padrao de distribui¢c@o dos receptores de ACh em musculos retos e obliquos normais foi
observado em microscopia confocal (KHANNA et al., 2003), demonstrando a presenca de
juncdes em bragos e “en grappe”. As jungdes em bragos sdo tipicamente encontradas em fibras
musculares mono-inervadas e de contracdo rdpida (SPENCER; PORTER, 1988; KHANNA et al.,
2003) e as jungdes ‘“‘en grappe” sao encontradas em fibras musculares multi-inervadas com
contragdo tonica (KHANNA et al., 2003).

No misculo retrator do bulbo controle foi observado padrdo de distribui¢do em bracgos
continuos, como descrito por Khanna et al. (2003) e terminal nervoso cobrindo os bragos de
receptores. No animal mdx, 56% das jun¢des apresentam os bragos quebrados, caracterizando o
padrdo em ilha. Nestas junc¢des, o terminal nervoso possuia finos prolongamentos com botdes nas
extremidades, ocupando o centro das ilhas, semelhante ao encontrado nos musculos
esternomastdide (SANTO NETO et al., 2003) e da pata (LYONS; SLATER, 1991).

Os resultados sugerem que a distrofina ou o complexo distrofina-glicoproteinas, ndo estio
diretamente envolvidos na organizagcao dos receptores nos musculos EO. A alteragdo no padrdo
de distribuicdo dos receptores € conseqiiéncia do processo de regeneracdo da fibra muscular

distréfica, tal como sugerido anteriormente (MINATEL et al., 2003).
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Acetylcholine Receptor Organization at
the Dystrophic Extraocular Muscle

Neuromuscular Junction
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Departamento de Anatomia, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP), Campinas, So Paulo 13083-970, Brazil

ABSTRACT

Spared extrascular muscles of dystrophic mice are not subjected to
regeneration process and can be used to verify whether the lack of dystro-
phin per se could cause changes in acetylcholine receptor (AChR) distri-
bution. In the present study, rectus and obligue (spared) and retractor
bulbi (nonspared) muscles were dissected from adult control (C57BI/10)
and mdy mice. AChRs and nerve terminals were labeled with rhoda-
mine—u-bungarotoxin and anti-NF200-IgG-FITC, respectively. and visual-
ized by confocal microscopy. Rectus and oblique muscles presented 0.5%
central nucleation, while retractor bulbi had central nucleation in 45% of
muscle fibers. In mdx rectus, AChRs were distributed in branches in
994% of the junctions examined (n = 200}, similar to that observed for
controls. Nerve terminals covered the AChR branches in 100% of the
junctions examined. In control retractor bulbi, AChRs were distributed
in regular branches. In mdy retractor bulbi, multiple fragmented islands
of receptors were seen in 56% of the endplates examined (n = 200).
These results suggest that the lack of dystrophin per se does not influ-
ence the distribution of acetylcholine receptors at the neuromuscular
junction of spared extraocular muscles. Anat Rec, 290:846-554, 2007.
@ 2007 Wiley-Liss, Inc.

Key words: acetylcholine receptors; extraocular muscles; mdx

mice; muscle regeneration; neuromuscular junc-

tion

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a progressive
degenerative disease that affects cardiac, skeletal, and
smooth muscle (Engel et al, 1994). It is caused by a
mutation in the dystrophin gene, which encodes a large
structural protein, dystrophin (Hoffman et al, 1987).
There is a general concept that the lack of dystrophin
causes membrane destabilization and increased calcium
entry into the muscle fiber, leading to myonecrosis (Ber-
torini et al, 1982). In the mdx mouse model of DMD
(Bulfield et al., 1984) which also completely lacks dystro-
phin, myonecrosis is followed by muscle regeneration
(Torres and Duchen, 1987; Lyvons and Slater, 1991).

Dystrophin and the dvstroglycan complex play a key
role in the anchoring of several molecules such as acetyl-
choline receptors (AChRs; Xu and Salpeter, 1997
Changes in AChR distribution are also observed in the
madx muscle (Torres and Duchen, 1987; Lvons and Slater,

£ 2007 WILEY-LISS, INC.

1991; Personius and Sawyer, 2005) and parallel those
seen in normal regenerated muscle fibers (Minatel ot al.,
2001}, suggesting that these changes are a secondary
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AChRa IN DYSTROPHIC EXTRAOCULAR MUSCLES

consequence of muscle fiber necrosis and regeneration
rather than a direct consequence of dystrophin defi-
ciency (Lvons and Slater, 1991: Minatel ot al., 2003},

Dwystrophin is also deficient in the spared extraocular
muscles (EOMs) of mdx mice, rectus and oblique (Porter
et al, 1998). However, in contrast to other muscle
groups, these muscles do not show muscle fiber degener-
ation (Krurana et al., 1995: Porter and Baker, 1996:
Andrade et al., 20000, Therefore, spared EOMs are not
subjected to the regeneration process and can be used to
find out if the lack of dystrophin per se could cause a
change in acetvlcholine receptor distribution.

In the present study, we used fluorescence confocal mi-
croscopy to investigate the pattern of AChR and nerve
terminal distribution in spared (rectus and oblique) and
nonspared (retractor bulbi) extraccular muscles of mdx
mice, and we found that the lack of dystrophin does not
have any influence on the distribution of acetvicholine
receptors in spared extraccular muscles of mdx mice.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Adult mdy mice (56 months old) and control CETBL
10 SeSn mice were obtained from the mouse breeding
colony of the State University of Campinas and were
housed on a 12-hr light/dark cycle with free access to
water and standard rodent chow until the time of use.
All experiments were done in accordance with the guide-
lines for the use of animals set forth by our Institution.

Muscle Preparation

The mice were anesthetized by an intraperitoneal
injection of chloral hydrate (600 pg'keg) and perfused
intracardiacally with phosphate-buffered saline (PBS)
followed by freshly prepared cold fixative (4% parafor-
maldehvde in PBS). Globes with intact extraccular
muscles and associated connective tissue were obtained
by orbital dissection. Individual rectus, oblique, and re-
tractor bulbi muscles were carefully dissected from their
origin to insertion. Next, the muscles (from 5 mdx and 5
CHTBI10 mice) were placed in a Sylgard dish and
washed with PBS for confocal microscopy observation of
neuromuscular junction organization. Enucleated speci-
mens from five mdx and five CH7BI10 mice were dis-
sected out and snap frozen with isopentane cooled in lig-
uid nitrogen and stored at —80°C for hematoxylin and
eosin and dystrophin labeling.

Light Microscopy

Frozen globes were cross-sectioned (B-pm-thick cryo-
stat sections) transverse to the globe axis. Sections from
globes were collected and mounted on coated microscope
slides. Some sections were stained with hematoxvlin and
eosin and examined with a light microscope. The num-
bers of normal and regenerated muscle fibers (indicated
by the presence of central cell nuclei) were counted with
a hand counter.

Immunofluorescence

ther sections were air-dried, hvdrated for 30 min
with PBS, incubated with 0.3% Triton X-100 for 10 min,
and then blocked with blocking solution (1% glycine, 3%

TABLE 1. Toial number of fibers, percentage of fibers with central nuclei, and muscle fiber area lfor each exiraocular and limb muscles,
in control and mdx mice”

Medx

Contral

Tibialis
anterioris

1,825 + 83

Retractor

Rectus’

Tibialis
anterioris

Retractor
1,728 = 168

Rectus/
Obligue

Soleus

558 = 60

Obligque byl bi

581 = BY

Soleus

byl bi

65 = 2.5*
1,574 = 640

515 = 1.5*
2,135 = To4

+ TO
45 = 1.5*
+ 304

730

232

05 = 02
*

Bl

0.8+ 02
1,560 £ 431

GO0 = 19

Lo+ 0.3
+ 597

1,836

Fibers with central miulei (%)

Muscle fiber area {pum”}

Total no, of fibers

*P o 0,05, significantly different from control (Student’s f-test),

Values are reported as means + S0,

B47
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bovine serum albumin [BSA], and 0.6% Triton X-100 in
PBS; Sigma) for 3 hr. The sections were incubated with
dystrophin antibody (NCL-DYS1, mouse monoclonal
antibody, Movocastra, 1:500) overnight at 4°C. The sec-
tions were washed with PBS and incubated with fluores-
cein-conjugated anti-mouse IgG (Sigma; 1:500) for 1 hr
at room temperature. Sections were washed with FBS
and cover-slipped with DABCO (Sigma) mounting me-
dium for fluorescence microscopy and observed under a
confocal microscope.

Control mounts for the primary antibody were incu-
bated with fluorescein-conjugated antimouse IgG
(Sigma; 1:500) in blocking solution instead of the pri-
mary antibody. No stained structures were seen in these
controls. Approximately 200 neuromuscular junctions
were examined for each group (normal and mdzx).

For the study of the molecular organization of the
neuromuscular junction, adult mdx mice were anesthe-
tized with an intraperitoneal injection of chloral hydrate
(0.6 g'kg) and perfused intracardiacally with PBS fol-
lowed by freshly prepared cold fixative (2% formalde-
hyde in PBS). Right and left extraocular muscles were
removed, placed in a Sylgard dish and washed with
PBS. The muscles were initially incubated with rhoda-
mine-alpha-bungarotoxin (Rh-BTX; Molecular Probes,
1 pg/ml) and then with 0.1 M glyvcine (Sigma) followed
by a blocking solution (1% glycine, 3% BSA, and 0.6%

Fig. 1. A-l: Musclke magenara-
tion {A=C) and dystrophin axpras-
sion (D=1} in sparad and nonsparad
axtraccular musclas. A Cartral
nucksatad fibars wara nat saan in
dystrophic rectus muscles. B,C:
Crystrophic retractor bulbi (B) and
tibializ antariariz {C) showad can-
tral nucleated fibars famows). D-F:
Dystrophin-nagative  fibars  wara
typically =aan in madx rectus (D),
ratractar (E), and tibialis antsrions
{F1. G-Iz Contral ractus {3), ratrac-
tor (H), and tibialis anteriors {l)
showead positive labaling for dys-
traphin. Orbital laysr {OL and
glabal layer {GL) of rectus muscls.
A=C, hamataxylin and sosin stain-
ing. D, immunafluorascanca. Scals
bar = 20 pm in ABDEGH, 50 um
in ,FJ.

Triton X-100 in PBS; Sigma). The primary antibody
used was a mouse monoclonal anti-NF200 (Sigma,
1:500). After washing with PBS, the muscles were incu-
bated with fluorescein-conjugated anti-mouse IgG
(Sigma, 1:500) and again washed with PBS. The muscles
were mounted in DABCO (mounting medinm for fluores-
cence microscopy, Sigma) for observation as a whole-
mount preparation by confocal microscopy.

The tibialis anterioris and soleus muscles of each mice
had their acetylcholine receptors labeled the same way
as described above for comparison with EOMs, because
limb muscles show differences in terms of fiber typing,
are mainly monoinnervated, and are severely affected by
the lack of dystrophin.

Confocal Microscopy

A dual-channel Bio-Rad laser confocal svstem (MRC
1024UV) mounted on a Zeiss Axiovert 100 inverted
microscope equipped with an Ar-Kr laser was used to
observe labeled muscle fiber endplates. The 488-nm line
was used to excite the fluorescein-labeled nerve terminal
in muscle whole-mounts or dystrophin-labeled sections
and the H68nm line was used to excite the rhodamine-
labeled receptors. Manufacturer-supplied software (Bio-
Rad Acquisition and Processing) was used to confrol
image acquisition and processing. The settings for con-
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Fig. 2. Acetylcholing recaptor (ACHR) distribution
in sparad axtraccular muscles. A and B show racap-
tor topography at the andplate band. A-De Continu-
ous branchas of AGhRs are typically ssan in cantrals
(&) and dystrophic musclas (B-D0). In D, muscls fibar
jasterizk) with two distinet endplates zones and
small dizcrate ACGHR ragions (arrow). Scale bar =
100 wm in A,B, 60 pm in C,D.

trast, brightness, and iris diameter were adjusted and
kept unchanged during all observations of control and
mdx muscles. Two Zeiss microscope objectives were used
for confocal imaging: a =40 1.4 NA water immersion
objective and a *63 1.4 NA oil immersion objective. For
each endplate studied, 1- to 2-pm-thick optical sections
were obtained from the bottom to the top of the end-
plate. Each optical section was added to a stack of
images using the Bio-Rad data processing software and
a single image was then built to allow observation of the
whole endplate with all its branches within the same
focal plane.

Based on previous observations of AChRs labeled with
alpha-bungarotoxin and light microscopy (Lyons and
Slater, 1991; Balice-Gordon and Lichtman, 1993; Mar-
gues and Santo Neto, 1998, Margues et al, 2000, 2005,
Minatel et al., 2001, 2003), junctions were qualitatively
assigned according to the pattern of AChR distribution
as “branched” and ®*islands.” The length and width of
each of the AChRs clusters in an endplate were calen-
lated. Briefly, lines following individual AChRs clusters
were made with the mouse cursor (see Fig. 4, inset) and
the values were automatically obtained using the Bio-
Rad processing software for digital measurement. We
determined that AChRs clusters with a length/width ra-
tio equal to or less than 15 are classified as islands
(Margues et al., 2005 Marques et al., 2007). The neuro-
muscular junction length and width were calculated as
the maximum length of the junction in the long axis of
the muscle fiber and the maximum width of the junction
in the orthogonal axis, using the Bio-Rad processing

software for digital measurement. Comparisons between
groups were made using the Student's f-test or the ¥~
test.

RESULTS
Histological Characteristics and

Dwstrophin Labeling

Mdx extraccular rectus and oblique muscles did not
show anv signs of musacle fiber degeneration, connective
tissue accumulation, or central nuclei, characteristic of
regenerated muscles (0.5% of regenerated fibers; Table
1; Fig. 1A). The mdx retractor bulbi exhibited central
nucleated muscle fibers (45% of regenerated fibers; Table
1; Fig. 1B). There were no differences in the total num-
ber of fibers and fiber area between mdx and control
mice for rectus, obliqgue, or retractor bulbi muscles
(Table 1).

Dystrophin distribution was characterized by a bright
autline in the sarcolemma of control muscles (Fig. 1G-I).
No dystrophin labeling was observed in any dystrophic
muscle studied (Fig. 1D-F). The orhital and glbal
layers did not show any differential expression of dystro-
phin, with the two layers being negative in the mdx
(Fig. 1D).

Neuromuscular Junction Organization

Mdz and control rectus and obligue muscles displayed
a distinet innervation band in the muscle midbelly, The
junctions located in this endplate zone were mainly
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Fg 3. A-D: Acalylcholing raceptor (rad) and
nerve terminal fgrean) distibution in  branched
A,C.0) and en grappe (B) nsuromuscular junctions.
Az Branches of recaplors coverad by continuous
procassas of narva tarminal, ssan in mdx rectus
muscla (armow). B: En grappe junctions, character-
izad by small plaguss of receptors without much
rasahvabls substructrs and no-branched narva ter-
minals, scaltarad along the muscle fiber from mdx
raclus muscls famows). G Newomuscular junctian
fram contral retractor bulbi showing continuous
procassas of narve farminal cowvering raceptor
branches (arrow). Ot The mdx retracter bulbi. Marva
terminal with bulbous anlargamants filling tha cantar
of receptors izlands jamows). Pratarminal axon {ghort
arrows in A-D). Scala bar = 30 pm in AC, 45 um in
B, 15 uminD.

monoinnervaied (Fig. 2AB). A few fibers (2%) showed
two distinet AChR-rich areas in the same fiber, suggest-
ing their multiple innervation (Fig. 2D In mdx muscles,
AChRs displayed the typical organization pattern
described elsewhere as en plague junctions (Khanna
et al, 2003} or pretzel-like (Marques et al, 2000 The
pretzel or branched pattern is classically described for
the adult normal junction {Balice-Gordon and Lichtman,
1993; Marques et al, 2000) and consists of elongated,
smoothly fluorescent branches forming continuous chan-
nels that run in several orientations along the muscle
fiber. Branches were longer than wider (Table 2). Some
junctions (3—4%) showed small discrete AChRE regions
{Fig. 2D). The same pattern of AChR distribution was
seen in control junctions (Fig. 24; Table 2). Most of the
endplates were large and oval, with a variable width of
15 pm (obliques} to 18 pm (rectus superior) and length
of 30 pm {obliques) to 44 pm (rectus superior; Table 3).
Nerve terminals covered the branches of the receptors
with fine and continuous processes (Fig. 3A).

Controls and mdx rectus and obliqgue muscles also
exhibited small endplates scattered along the length of
the fibers proximal and distal to the central endplate
zone (Fig. 3B). These junctions were classified elsewhere
as en grappe (Khanna et al., 2008) and were character-
ized by small plagues of receptors, approximately 5.4 pm
wide and 17 pm long, without much resclvable substruc-
ture and no-branched nerve terminals. No differences
were seen between mdx and control muscles regarding
the pattern of AChR and nerve terminal distribution at
these smaller endplates.

AChRs in the mdx retractor bulbi muscles were dis-

tributed in islands (Table 2). The island pattern was
characterized by round fluorescent areas with a brighter
outline and a dark center (Fig. 4B-D), resembling the
pattern of AChR distribution seen in limb mdx muscles
{Fig. 5B.C}. The islands showed approximately the same
dimensions in the two axes (Table 2), and have been
described before for the mdx junctions (Lyons and Slater,
1991}, for regenerated fibers after a crush lesion {Rich
and Lichtman, 1989) and after lidocaine injection (Min-
atel et al., 2001; Marques et al, 2006). No quantitative
differences were seen in AChR pattern of distribution
between max retractor bulbi and limb muscles (P >
0.05; Student's ¢-test and 12 test; Table 2). In controls,
receptors were distributed in regular and continuous
branches in retractor (Fig. 4A) and tibinlis anterioris
(Fig. 5A). In mdx muscles, nerve terminals showed fine
arborizations with bulbous enlargements that filled the
center of the AChR spots (Fig. 3D). In control retractor
bulbi, nerve terminals presented continuous processes
that covered the AChR branches (Fig. 3C).

DSCUSSION

The histopathological analysis of EOMs showed that,
despite dystrophin deficiency, mdx rectus and obhqm:
muscles did not show central nucleated fibers, indicative
of muscle fiber regeneration. Muscle regeneration was
readily visible in retractor bulbi muscles of the same
animal, in agreement with the literature (Pastoret and
Sebille, 1995, Porter and Baker, 1996). Therefore, the



Artigo Publicado - The Anatomical Reccord, 2007

44

852

MARQUES ET AL,

Fig. 4. Acetylcholine receptar (AChR) distribution
in nonsparad ratractor bulbi. Az In controls, ACHRs
ara distributed in continuous branchas (amow). B-D:
Islands of rmcaptors with a bright oulline and a dark
cantar ara =aan in dystrophic retractor bulbi junc-
tione jamows). Ot Scattersd patches of ecaplors
alang tha langth of tha muscle fibar, away from tha
andplata ragion could ba saan (short armows) and
may raprasant distinet and less organizad junctional
zanas. The insat shows how tha length (longear dark
ling on tha laff) and width {shorter dark line on tha
right) of aach branch of AGhRs wara oblainad. Scals
bar = 50 wm in A=C, 100 um inD.

Fig. 5. Acabylcholing recaptar (ACHR) distribution in limb muscles. A In control tibialis antariariz,
ACHhRs ars distributed in branches jamow). B,C: Islands of racaptors with a bright outling and a dark can-
tar ara saan in dystrophic tibialis (B, arrows) and solsus (G, amow) junctions. Scals bar = 35 pm.

study of mdx rectus and oblique muscles allowed us to
verify whether the absence of dystrophin per se would
affect acetylcholine receptor distribution at the neuro-
muscular junction.

The pattern of acetylcholine receptor distribution in
control rectus and oblique muscles was closely similar to
ohservations made by confocal (Khanna et al., 2003) and
scanning electron microscopy (Desaki, 1990}, demon-
strating the presence of branched and en grappe junc-
tions. The branched junctions are typically seen in sin-
gly innervated muscle fibers and show a twitch contrac-
tion response (Spencer and Porter, 1988: Khanna et al.,
2003), whereas en grappe junctions are seen in multiply
innervated muscle fibers with a tonic response (Khanna
et al., 2003). At the present, no branched junctions were
innervated by more than one nerve terminal, but a fow
fibers showed two distinct endplate regions.

In the dystrophic rectus and obligue muscles, the pat-
tern of AChR organization was indistinguishable from
the control muscles. No gqualitative differences were seen
in the pattern of receptor distribution in the branched
and ern grappe junctions, and no islands of receptors,
usually seen in other adult dystrophic muscles, were
noted (Lyons and Slater, 1991; Minatel et al, 2003).
Hence, these results show that the lack of dystrophin or
a normal dystrophin—glycoprotein complex does not
interfore with the pattern of AChR distribution at the
neuromuscular junction, which is in agreement with a
previous report on dystrophic neuromuscular junction
development (Minatel et al., 20035

The pattern of AChR distribution in the control retrac-
tor bulbi was similar to that described in the literature
{(Ehanna et al., 2003). In the mdx retractor bulhi, recep-
tors were distributed in islands and nerve terminals
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showed thin profiles that may represent intraterminal
sprouts, which dictate the organization of AChRs into
islands (Santo Neto et al, 2003). Thus, the pattern of
AChR distribution in the dystrophin-deficient fiber of
nonspared extraccular muscles is altered in the presence
of muscle fiber regeneration, which is in agreement with
previous observations in other muscles (Lyons and Sla-
ter, 1991: Minatel et al., 2001} It would be interesting
to verify whether limb muscles share biochemical and
structural properties with EOMs, such as contraction
times and myosin heavy chain components that might
explain why some muscles are affected while others are
not.

Extraocular muscles present a laminar organization,
with an outer orbital layer and an inner global layer,
which show differences of gene expression, mainly those
genes related to metabolic pathways and structural ele-
ments of muscle and nerve (Budak et al., 2004)., We
observed that both layers were negative for dystrophin,
suggesting a common mechanism of protection. Neuro-
nal nitric oxide synthase, which is able to correct defects
in neuromuscular junction in dystrophic muscles (Shiao
et al., 2004) iz decreased in the extraccular muscle of
mdx mice (Wehling et al., 1998). Utrophin, which can be
up-regulated in the dystrophic fiber, seems to not be
altered in dystrophic extraccular muscles (Porter et al,,
1998, 2003). It would be interesting to see whether maole-
cules of the dystrophin—glycoprotein complex related to
calcium, such as calmodulin (Anderson et al., 1996;
Rando, 2001) can be up-regulated in dystrophic rectus
and oblique muscles and could explain their protection
against the lack of dystrophin.

Although the importance of dystrophin and the DGC
cannot be excluded (Kong and Anderson, 1999; Banks
et al., 2003, 2005), the present results show that the
lack of dystrophin or a normal dystrophin glycoprotein
complex do not have any influence on the distribution of
acetylcholine receptors in spared extraccular muscles of
mdx mice, which is in agreement with other studies
showing a normal pattern of AChR distribution during
development of dystrophic junctions (Minatel et al,
2003).
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6.1 Imunohistoquimica

O padrao de distribuicdo da calmodulina (Figura 3) foi similar nos musculos normais e
distréficos. Os musculos retos, retrator do bulbo e tibial anterior apresentaram distribuicdo das
proteinas em todo o sarcoplasma, ndo se observando diferenca entre os miusculos afetados e

protegidos da mionecrose.

Flgura 3 - Locahzagao da calmodulina nos musculos extra-oculares: retos controle (A) e mdx
(B), retrator do bulbo controle (C) e mdx (D), e tibial anterior controle (E) e mdx (F). Nao foram
observadas diferencas na distribuicdo da calmodulina entre os musculos controle e distréficos.
Controle negativo do musculo extra-ocular controle (G) e mdx (H) incubacdo apenas com o
anticorpo secunddrio. Escala A-C 25um, D 20um, E-H 50um.

6.2 Immunoblotting

A andlise do immunoblotting da calmodulina (CaM) mostrou aumento significativo no
conteddo dessa proteina nos musculos EO distréficos, quando comparado ao controle, ndo sendo
observada diferenca entre os grupos EO+ e EO-. Houve aparente diminui¢do do conteido da
calmodulina nos miusculos da pata, esternomastdide e diafragma quando comparados ao controle,

mas esta diminui¢do nao foi significativa (Figuras 4).
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Figura 4. Contetido de CaM (18kDa) observado nos musculos controle ¢ mdx. Em A - E
representacao grifica em pixels do conteido da CaM e os respectivos immunoblotting mostrando
as bandas imunoreativas dos musculos estudados comparando controle e mdx; * diferenca
significativa entre controle e mdx nos grupos EO+ (p=0,03) e EO- (p=0,017). Em F:
representacdo grafica em porcentagem do aumento ou diminui¢do do conteido da CaM,
considerando os respectivos musculos normais como controle 100% comparado aos miusculos

EO+, EO-, STN, TA, SOL e DIA mdx.
Os niveis normais da CaM observados nos musculos distroficos da pata,

esternomastdide e diafragma, podem estar relacionados a presenca da utrofina no sarcolema

extrajuncional (Vide trabalho submetido). Estudos demonstram que a CaM regula a interagcao
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entre a utrofina e F-actina, sugerindo que nos musculos distréficos a auséncia da distrofina é
compensada pelo aumento da expressdo da utrofina (WINDER; KENDRICK-JONES, 1995).

Dentre os musculos controle, o SOL apresentou maior conteido de CaM e o EO- o menor.
Nos miusculos distréficos, o SOL manteve o maior conteido, sendo que o menor observado no
STN. O grupo EO- distréfico apresentou conteido de CaM equivalente ao TA controle.

Quando ocorre aumento na concentra¢do de Ca™ no citosol, este liga-se a CaM formando
o complexo Ca™*-CaM, que ativa outras proteinas ou enzimas (BERCHTOLD et al., 2000). Esse
complexo desencadeia a ativagdo de proteinas quinases, como a quinase de cadeia leve da
miosina (Myosin Light Chain Kinase - MLCK), responsdvel pela fosforilagdo da miosina e
conseqiiente contracdo muscular (STULL, 1996).

Nesse trabalho foi analisada a expressdao dessa proteina no musculo esquelético, como um
indicativo indireto da atividade da CaM. O resultado foi similar ao encontrado na CaM, ou seja,
aumento significativo no conteddo da MLCK nos musculos EO distréficos, quando comparado
ao controle, ndo sendo observada diferenca entre os grupos EO+ e EO- (Figura 5A).

Dentre os miusculos controle, o TA apresentou maior conteido de MLCK e o EO- o
menor. Nos musculos distréficos, o TA manteve o maior conteddo, sendo que o menor

observado no DIA (Figura 5) .
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Figura 5. Contetido de MLCK (68kDa) observado nos musculos controle e mdx.

Em A - E representacdo gréifica em pixels do conteido da MLCK e os respectivos
immunoblotting mostrando as bandas imunoreativas dos musculos estudados comparando
controle e mdx; * diferenca significativa entre controle e mdx nos grupos EO+ (p=0,012) e EO-
(p=0,018). Em F: representacdo grafica em porcentagem do aumento ou diminui¢ao do contetido
da MLCK, considerando os respectivos musculos normais como controle 100% comparado aos
musculos EO+, EO-, STN, TA, SOL e DIA mdx.

No musculo esquelético adulto, a MLCK est4 relacionada ao pico de tensdo em fibras de
contracdo rapida (MOORE; STULL, 1984; RYDER et al., 2007). Como observado na Figura 5C,
o musculo tibial anterior, que possui a maioria das fibras do tipo I, apresentou maior contetido da

MLCK no controle e mdx, quando comparados aos demais musculos.
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Em relagdo a calpaina 1, os resultados mostraram aumento significativo no musculo STN

(Figura 6B) e contetido normal nos musculos EO+, EO-, TA, SOL e DIA dos animais mdx

(Figura 6).
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Figura 6. Contetido de calpaina 1 (80kDa) observado nos musculos controle e mdx.

Em A - E representacdo grafica em pixels do conteido da calpaina 1 e os respectivos
immunoblotting mostrando as bandas imunoreativas dos musculos estudados comparando
controle e mdx; * diferenca significativa entre controle € mdx no misculo STN (p=0,02). Em F:
representacdo grafica em porcentagem do aumento ou diminui¢do do conteido da calpaina 1,
considerando os respectivos musculos normais como controle 100% comparado aos miusculos
EO+, EO-, STN, TA, SOL e DIA mdx.
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A quantidade de calpaina estd associada ao processo de degeneragdo que acomete oS
musculos distréficos. Assim como nos pacientes portadores de DMD, em camundongos mdx os
musculos esqueléticos nao sdo igualmente comprometidos (RAGUSA et al., 1996, 1997,
PORTER et al., 1998).

Misculos com maior massa muscular como, por exemplo, os musculos quadriceps
femoral e gastrocnémio, sdo mais intensamente afetados que musculos com menor massa
(MULLER et al., 2001). Comparado ao tibial anterior, o séleo apresenta pico precoce de necrose,
compativel a época de desmame e aumento da mobilidade do animal (PASTORET; SEBILLE,
1995).

O misculo diafragma também € significativamente afetado (PETROF et al., 1993),
provavelmente como conseqiiéncia da sua atividade continua como musculo inspiratério
(STEDMAN et al., 1991), levando a um alto nivel de lesdes da fibra muscular. Por outro lado
também € possivel que o diafragma tenha diminuicao da sua capacidade regenerativa apds lesdes
(MATECKI et al., 2004).

Nossos resultados sugerem que no animal mdx com 2 meses de idade, o misculo que
apresenta maior pico de necrose € o STN. Nos misculos da pata e DIA, aparentemente, o
processo de degeneracdo estd diminuido, como observado em estudo realizado em nosso
laboratério (MARQUES et al., 2007b).

Nos miusculos EO+ e EO- distréficos, o conteddo da calpaina 1 foi igual ao controle,
confirmando a auséncia do processo de degeneracdo nesses musculos. Dentre os musculos
controle, o EO apresentou maior conteido de calpaina e o DIA o menor. Nos misculos

distr6ficos, o mesmo padrao foi observado.
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O estudo dos musculos extra-oculares (EO) € importante para o entendimento da distrofia
muscular, visto que o comportamento destes musculos sugere que a falta da distrofina parece ndao
ser essencial para que ocorra a mionecrose. Os mecanismos pelos quais os misculos EO sdo
protegidos ainda ndo sdo conhecidos, sendo que uma das possibilidades seria a habilidade
intrinseca desses musculos em manter a homeostase do calcio (KHURANA et al., 1995).

Levantamos a hipétese que nos mdusculos EO distréficos, os mecanismos de
tamponamento do célcio podem ser mais eficazes, possivelmente por haver maior conteido da
calmodulina (CaM) e diminuicao da calpaina, impedindo a degeneragdo das fibras musculares.

Nossos resultados revelaram aumento significativo do contetido da CaM no musculos EO
mdx quando comparado ao controle, dado ndo observado nos miusculos da pata, diafragma e
esternomastdide. O mesmo resultado foi observado na expressdo da quinase de cadeia leve da
miosina (MLCK), em que os musculos EO apresentaram aumento significativo do conteiido da
MLCK quando comparado ao controle.

A quantidade da calpaina 1 dos misculos EO distréficos foi igual ao controle, sugerindo
auséncia do processo de degeneracdo muscular. O miusculo distréfico que apresentou aumento
significativo da calpaina foi o STN. Nos demais musculos distréficos estudados (pata e DIA), o
conteddo da calpaina foi igual ao controle, sugerindo diminuicdo do processo de degeneracdo
desses musculos, na idade de 2 meses.

Outro aspecto abordado nesse trabalho foi a andlise do padrdo de distribuicdo dos
receptores de acetilcolina e dos terminais nervosos na jun¢ao neuromuscular distréfica.

Estudos realizados em nosso laboratério (MINATEL et al., 2003) sugeriram que
alteracdes na distribuicdo dos receptores de acetilcolina (ACh) de miusculos distréficos sao

conseqiiéncia do processo de regeneracdo muscular e ndo da auséncia da distrofina. No presente
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trabalho levantamos a hipdtese que o padrdo de distribui¢ao dos receptores de ACh nos musculos
EO (retos e obliquos) distréficos seria normal, visto que esses musculos ndo apresentam
regenera¢do muscular decorrente da mionecrose.

Os resultados mostraram que os musculos retos e obliquos distréficos ndo apresentam
sinais de degeneracdo muscular, actimulo de tecido conjuntivo e fibras com nucleo central, como
observado na literatura (KHURANA et al., 1995; PORTER; BAKER, 1996; ANDRADE et al.,
2000). Nesses musculos, os receptores de ACh estavam distribuidos em bragcos continuos e “en
grappe”, com o terminal nervoso co-localizado. O mesmo padrdo de distribuicio foi observado
no controle.

No misculo retrator do bulbo controle foi observado padrdo de distribui¢do em bracgos
continuos, como descrito por Kanna et al. (2003) e terminal nervoso cobrindo os bracos de
receptores. No animal mdx, 45% das fibras musculares apresentaram nucleo central e 56% das
juncdes apresentam os bracos quebrados, caracterizando o padrdo em ilha. Nestas jungdes, o
terminal nervoso possuia finos prolongamentos com botdes nas extremidades, ocupando o centro
das ilhas, semelhante ao encontrado nos musculos STN (SANTO NETO et al., 2003) e da pata
(LYONS; SLATER, 1991).

Os resultados sugerem que a distrofina ou o complexo distrofina-glicoproteinas, ndo estao
diretamente envolvidos na organizagao dos receptores nos musculos EO. A alteragdo no padrdo
de distribuicdo dos receptores parece ser devida, pelo menos em parte, ao terminal nervoso
(MARQUES et al., 2007c).

Muito embora a falta da distrofina esteja cldssica e intimamente relacionada as alteragdes
morfoldgicas, moleculares e funcionais das fibras musculares distréficas, o presente trabalho

sugere que outros fatores também podem explicar, pelo menos em parte, essas alteracoes.
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No caso da jun¢do neuromuscular, estes fatores incluem, por exemplo, componentes pré-
sindpticos, tal como o terminal nervoso e o seu comportamento frente a regeneragdo muscular
observada nos musculos afetados, podendo modificar o padrao de distribui¢do dos receptores de
ACh. O melhor conhecimento dos componentes pré- e pds-sindpticos da juncdo neuromuscular
distréfica torna-se relevante, se considerarmos as terapias celulares, em que os mioblastos
implantados devem ser inervados para se diferenciarem e se tornarem fibras musculares adultas
funcionais.

Em relacdo aos musculos distréficos protegidos, os inimeros mecanismos de protecdo
sugeridos, incluindo o melhor tamponamento do célcio e o envolvimento de outras moléculas do
complexo distrofina-glicoproteinas, abrem novas perspectivas para o melhor entendimento da

patogénese da DMD.
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Artigo submetido para a revista Neuromuscular Disorders
“Increased expression of calcium-binding proteins in extraocular muscles of dystrophin-

deficient mdx mice: potential role in muscle sparing”.

Nos camundongos mdx, a mionecrose € observada nos musculos da pata, do dorso, da
mastigacdo, diafragma e esternomastéide. Por outro lado, os musculos extraoculares (EO) ndo
apresentam degeneracdo muscular, sendo “protegidos” da falta de distrofina (KHURANA et al.,
1995; PORTER; BAKER, 1996; ANDRADE et al., 2000). Nesse trabalho levantamos a hipdtese
que nos musculos EO distréficos, os mecanismos de tamponamento do cédlcio podem ser mais
eficazes, possivelmente por haver maior expressio das proteinas ligadas ao cdlcio, impedindo a
degeneracao das fibras musculares.

A expressdo das proteinas SERCAI1, calmodulina (CaM) e calsequestrina (CSQ) foi
analisada nos musculos EO, da pata, diafragma e esternomastdide de animais controle e mdx,
utilizando as técnicas de imunofluorescéncia e immunoblotting, Além disso, foi analisado o
padrdo de distribui¢do da utrofina (UTR) e B-distroglicana (-DG) nos musculos EO.

Os resultados revelam que os misculos EO (retos e obliquos) distréficos apresentam,
como esperado, a auséncia da distrofina (Figura 1B, p.96) e aumento significativo na expressao
da B-DG, quando comparado ao controle (Figura 1C-D, p.96), sendo este dado confirmado pelo
immunoblotting (Figura 4, p.99; Figura 5D, p.101).

Nos EO distréficos a UTR estava restrita ao sarcolema juncional, co-localizada com os

receptores de ACh da juncao neuromuscular (Figura 2C-D, p.97), o mesmo padrio encontrado no
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EO controle (Figura 2A-B, p.97) Nos EO distréficos a UTR também foi observada no sarcolema
extrajuncional (Figura 2D, p.97).

Em relacdo as proteinas ligadas ao cdlcio, o padrdo de distribuicdo citoplasmatico da
SERCAI1 (Figura 3A-B, p.98), CSQ (Figura 3E-F, p.98) e calmodulina (Figura 3G-H, p.98) foi
similar nos musculos EO entre controle e mdx.. Os resultados do immunoblotting revelam
aumento significativo da expressao dessas proteinas quando comparado EO mdx e controle, dado
ndo observado nos musculos da pata, diafragma e esternomastéide (Figura 4, p.99; Figura 5A-C,
p-100-101).

Nossos resultados mostram que nos musculos EO distr6ficos houve aumento na expressao
da B-DG concomitante ao aumento na expressao das proteinas ligadas ao cdlcio, sugerindo que a
B-DG pode estar envolvida na regulacdo da sinalizagao do cdlcio na fibra muscular. Na auséncia
da distrofina, a B-DG pode interagir com a utrofina, o-sintrofina ou outras proteinas do
subsarcolema envolvidas na sinalizacdo do célcio, permitindo a célula muscular responder
corretamente as mudancgas na concentracdo do célcio, pela regulacao da expressdo das proteinas
ligadas ao célcio (Figura 6, p.102).

Além disso, os resultados sugerem o uso de terapias gé€nicas ou farmacoldgicas que
promovam o aumento da expressao ou conservagao da B-DG, associado ao aumento da expressao
das proteinas ligadas ao cdlcio, com o objetivo de amenizar as conseqiiéncias da auséncia da

distrofina nos musculos afetados pela DMD.
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Increased expression of calcium-binding proteins in extraocular muscles of dystrophin-deficient

mdx mice: potential role in muscle sparing.

Duchenne muscular dystrophy is one of the most common hereditary diseases. Abnormal ion
handling renders dystrophic muscle fibers more susceptible to necrosis. In the mdx mice,
extraocular muscles (EOM) are protected and do not undergo myonecrosis. We investigated
whether this protection is related to an increased expression of calcium-binding proteins, which
may protect against the elevated calcium levels seen in dystrophic fibers. The expression of
SERCAI1, calmodulin and calsequestrin was examined in EOM and in non-spared limb,
diaphragm and sternomastoid muscles of control and mdx mice using immunofluorescence and
immunoblotting. Dystrophic EOM presented a significant increase in the proteins studied, and a
significant increase in B-dystroglycan expression. These proteins were reduced in the non-spared
mdx muscles. The increase of Ca2+—handling proteins in dystrophic EOM may permit a better
maintenance of calcium homeostasis, with the consequent absence of myonecrosis. The results

further support the concept that abnormal Ca2+—handling is involved in dystrophinopaties.

Key words: calmodulin; calsequestrin; Duchenne muscular dystrophy; extraocular muscles; mdx

mice; SERCAL.
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INTRODUCTION

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is caused by a mutation in the X chromosome
which results in the absence of dystrophin in cardiac, skeletal and smooth muscles [1, 2].
Dystrophin is a large protein that links the cytoskeleton to a complex of proteins in the
sarcolemma which, in turn, interact with the extracellular matrix [3]. An established animal
model of X-linked muscular dystrophy is the mdx mouse [4], which is unable to express
dystrophin due to a point mutation [5]. Mdx mice exhibit many of the cellular and molecular
abnormalities seen in DMD, including elevated serum creatine kinase levels [4], muscle necrosis
[6] followed by muscle regeneration [7, 8], abnormal excitation-contraction coupling [9], and a
reduction in dystrophin-associated glycoproteins [10].

Several studies have suggested that multiple factors contribute to muscle damage in
dystrophic muscle, ranging from the involvement of inflammatory pathways to oxidative stress
[11, 12]. A rise in intracellular calcium is widely thought to be an important initiating event in
dystrophic muscle pathogenesis, in addition to other destructive mechanisms. There is a general
concept that the lack of dystrophin causes membrane destabilization and renders the sarcolemma
more susceptible to rupture [13] or affects the normal functioning of calcium channels [14, 15]
that ultimately leads to an increased calcium entry into the muscle fiber. These elevated calcium
levels activate proteases, such as calpain, resulting in myonecrosis [12, 16]. In addition to
disturbed cytosolic calcium levels, the calcium-buffering capacity of dystrophic muscles also
seems to be impaired [17, 18]. As a consequence, free cytosolic calcium levels are elevated,

thereby accelerating the calcium-dependent proteolysis of muscle proteins [14].
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An alternative approach to a better understanding of the mechanisms involved in the
pathophysiology of DMD and to the development of new therapeutic strategies is to study
naturally protected skeletal muscle fibers. Dystrophic extraocular muscles (EOM) are deficient in
dystrophin but only show a mild dystrophic phenotype [19 - 22], and several properties
distinguish these muscles from most skeletal muscles [23]. While the sparing of these muscles is
due, at least in part, to the small size of their fast-twitch fibers [21, 24], upregulation of utrophin
[25] and B-dystroglycan [26] also seems to be involved in muscle protection. In vitro experiments
have demonstrated that dystrophic EOM are more resistant to necrosis caused by
pharmacologically elevated levels of calcium, suggesting that these muscles are spared because
of their ability to better maintain calcium homeostasis than other striated muscle groups [19].

In the present study, we investigated whether the key calcium-regulatory muscle proteins
sarcoplasmic-endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCAT), calmodulin and calsequestrin
are overexpressed in naturally protected dystrophic EOM compared to control and more severely
non-spared limb, diaphragm and sternomastoid muscles. We also evaluated the expression of
utrophin and B-dystroglycan, which seem to be involved in the protection of EOM. The levels of
SERCAI1, calmodulin and calsequestrin were significantly increased in dystrophic EOM. These
results suggest that an increase of key Ca**-handling proteins in spared dystrophic EOM, together
with an increase of B-dystroglycan, may permit a better maintenance of calcium homeostasis.
These results further support the concept that abnormal Ca2+—handling is involved in X-linked

muscular dystrophy.
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MATERIAL AND METHODS
Animals

Male mdx and C57BI/10 mice obtained from the mouse breeding colony of the State
University of Campinas were housed under controlled conditions of temperature under a 12/12-h
light/dark cycle, with free access to food and water. All experiments were performed in
accordance with the guidelines for the use of animals set forth by our institution. The calcium-
binding proteins calmodulin (CaM), calsequestrin (CSQ) and SERCA1 were studied. In addition,
we analyzed the pattern of distribution of utrophin (UTR) and beta-dystroglycan (B-DG), which
seem to be upregulated in dystrophic EOM and have been implicated in the protection of these

muscles.

Muscle preparation

An established feature of the whole EOM group is that they contain spared (rectus and
oblique) and non-spared (retractor bulbi and levator palpebrae) muscles [20, 22]. Immunoblotting
was performed with samples containing only the spared muscles, with the retractor bulbi and
levator palpebrae muscles being removed. Samples obtained from the tibialis anterior, soleus,
sternomastoid and diaphragm muscles were also studied. Immunofluorescence was performed

using the intact globe (spared and non-spared muscles together).

Immunofluorescence
Adult (2 months old) mdx (n = 5) and C57Bl/10 (control; n = 5) mice were used to study

the pattern of distribution of SERCA1, CSQ, CaM, dystrophin (DYS), UTR, and B-DG.
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The animals were anesthetized by intraperitoneal injection of chloral hydrate (600 pg/kg).
The globes with intact EOM and associated connective tissue, tibialis anterior, soleus, diaphragm,
and sternomastoid muscles were dissected out, snap frozen with isopentane cooled in liquid
nitrogen and stored at -80°C for hematoxylin-eosin and immunofluorescence staining. The frozen
globes were cross-sectioned (8-pum thick cryostat sections) transverse to the globe axis. Sections
from the globes and other muscles were collected and mounted on coated microscope slides.
Some sections were stained with hematoxylin-eosin and examined under a light microscope.

The other sections were air dried, hydrated for 30 min in PBS, incubated with 0.3% Triton
X-100 for 10 min, and then blocked with blocking solution (1% glycine, 3% BSA and 0.6%
Triton X-100 in PBS; Sigma) for 3 h. The sections were incubated with one of the calcium-
binding proteins described below, DYS, UTR and B-DG antibodies overnight at 4°C. The
sections were washed with PBS and incubated with fluorescein-conjugated anti-mouse IgG
(Sigma; 1:500) or anti-rabbit IgG for 1 h at room temperature. Sections were washed with PBS
and coverslipped with DABCO (Sigma) mounting medium for fluorescence microscopy and
observed under a confocal microscope (BioRad MRC 1024) or a Nikon fluorescence microscope
equipped with a Hamamatsu video camera.

Control slides for the primary antibody were incubated with fluorescein-conjugated anti-
mouse IgG (Sigma; 1:500) in blocking solution instead of the primary antibody. No stained

structures were seen in these controls.
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Immunoblotting

Adult (2 months old) mdx (n = 8) and C57BI1/10 (control; n = 8) mice were used for the
quantification of calcium-binding proteins and 3-DG.

Muscles were lysed in assay lysis buffer containing freshly added protease and
phosphatase inhibitors (1% Triton, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 pg/ml
aprotinin, 1 mM PMSF, and 0.25 mM Na3;VO,). The samples were centrifuged for 20 min at
11,000 rpm and the soluble fraction was resuspended in 50 pul Laemmli loading buffer (2% SDS,
20% glycerol, 0.04 mg/ml bromphenol blue, 0.12 M Tris-HCI, pH 6.8, and 0.28 M -
mercaptoethanol) before separation on 8%-15% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were
transferred from the gels to a nitrocellulose membrane using a submersion electrotransfer
apparatus (Bio-Rad Laboratories). Membranes were blocked for 2 h at room temperature with 5%
skim milk-Tris/HCI Buffer Saline-Tween buffer (TBST; 10 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM Na(Cl,
and 0.05% Tween 20). The membranes were incubated with the primary antibodies overnight at
4°C, washed in TBST, incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibodies for 2 h at
room temperature, and developed using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

kit (Pierce Biotechnology).

Antibodies used for immunofluorescence and/or immunoblotting

The following primary antibodies were wused for immunofluorescence and
immunoblotting: 1) utrophin (monoclonal NCL-DRP2, Novocastra), 2) p-dystroglycan
(monoclonal NCL-b-DG, Novocastra), 3) dystrophin (monoclonal NCL-DYS1, Novocastra), 4)

SERCA1 (monoclonal SERCA 1ATPase IIH11, Affinity BioReagents), 5) calsequestrin
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(monoclonal VIIID12, Affinity BioReagents), and 6) calmodulin (polyclonal CaM I-FL 149;
Santa Cruz Biotechnology). Acetylcholine receptors were labeled with rhodamine-o-
bungarotoxin (1:100 in blocking solution; Molecular Probes).

Anti-mouse IgG-FITC (Sigma) was used as the corresponding secondary antibody for
immunofluorescence. The corresponding secondary antibodies used for immunoblotting were
peroxidase-labeled affinity purified antibody to mouse IgG (H+L) (KPL) and peroxidase-labeled

affinity purified antibody to rabbit IgG (H+L) (KPL).

Statistical analysis
ANOVA was used for multiple comparisons of mean values. Comparisons of only two

groups were made using a 7-test. For all comparisons, P < 0.05 was considered to be significant.

RESULTS
Immunofluorescence: dystrophin, utrophin and B-dystroglycan

Immunofluorescence analysis of dystrophin revealed sarcolemma staining in control
EOM. As expected, dystrophic EOM clearly exhibited a lack of dystrophin (Figure 1A, B). B-DG
was detected in the sarcolemma of control EOM (Figure 1C) and its expression was preserved in
dystrophic EOM (Figure 1D). Although fluorescein labeling is only a semiquantitative method,
the direct comparison of relative intensity levels indicated that B-DG was apparently increased in
dystrophic EOM (Figure 1D) compared to both control EOM (Figure 1C) and limb dystrophic

muscle (see Figure 5D for immunoblotting of B-DG). The increase of B-DG in spared dystrophic
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EOM was confirmed by immunoblotting, which also showed a significant decrease of B-DG in
limb, diaphragm and sternomastoid muscles compared to normal muscles (Figure 5).

Utrophin was found to be restricted to the junctional sarcolemma in control EOM (Figure
2B), with its expression colocalizing with acetylcholine receptors (Figure 2A) at the
neuromuscular junction. In dystrophin-deficient EOM, utrophin expression displayed the same
distribution pattern as seen in control muscles, i.e., at the junctional sarcolemma colocalizing
with acetylcholine receptors (Figure 2C, D). Apparent utrophin staining was also seen in
extrajunctional sarcolemma of dystrophic EOM (Figure 2D), but was not observed in control
EOM (Figure 2B). In dystrophic tibialis anterior muscle, utrophin expression was detected

colocalizing with acetylcholine receptors and in the extrajunctional sarcolemma (Figure 2E, F).

Immunofluorescence: calcium-binding proteins

The pattern of distribution of key calcium-binding proteins is shown in Figure 3. SERCA1
exhibited a similar cytoplasmic pattern of distribution in control and dystrophic EOM (Figure 3A,
B). The staining pattern was characterized by bright fine strands, running in parallel to one
another and being present in almost all EOM fibers. The same pattern of distribution was seen in
soleus muscle. However, SERCA1 staining was only detected in some soleus muscle fibers
(Figure 3C, D), possibly corresponding to the fast-twitch fibers of this muscle [27] (Brandl et al.,
1978). An apparent decrease in the intensity of SERCA1 fluorescence was seen in dystrophic
limb muscle (Figure 3D) when compared to control (Figure 3C). The pattern of distribution of
calsequestrin (Figure 3E, F) and calmodulin (Figure 3G, H) was cytoplasmic and similar in

normal and dystrophic EOM.
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Immunoblotting: calcium-binding proteins

Comparative immunoblotting data of the calcium-binding proteins are shown in Figure 4
(immunoblots) and Figure 5 (graphic representation). A significant increase in the relative
expression of SERCAI, calsequestrin and calmodulin was observed in dystrophic EOM
compared to control EOM.

Overall, the content of SERCAI, calsequestrin and calmodulin in dystrophin-deficient
diaphragm, sternomastoid and limb muscles was decreased but did not differ significantly
between mdx mice and controls. Calsequestrin was significantly decreased in diaphragm and

soleus muscles.

DISCUSSION

Abnormal calcium homeostasis has been related to secondary changes that may lead to
muscle fiber degeneration [12]. In the present study, we investigated whether key calcium-
regulatory muscle proteins are differentially expressed in naturally protected dystrophic EOM
compared to more severely affected leg, diaphragm and sternomastoid muscles from mdx mice.

General consensus exists among a number of studies that the free intracellular calcium
concentration is higher in muscle fibers from mdx mice compared to wild-type fibers [12, 28]. It
is postulated that in the absence of dystrophin contraction leads to membrane tears [13] or that a
lack of dystrophin may cause abnormal calcium channel function [15, 29], with a consequent rise
in intracellular calcium followed by the loss of calcium homeostasis and the activation of
degradative pathways that lead to muscle fiber necrosis [30]. In mdx mice, abnormal calcium
handling has been suggested to play a major role in the secondary steps leading to fiber necrosis

[17-19, 31]. The present study showed a trend toward a decrease in the sarcoplasmic reticulum
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calcium-handling proteins SERCA1 and calsequestrin compared to wild-type fibers in dystrophic
leg, diaphragm and sternomastoid muscles, which are severely affected by the lack of dystrophin.
Although this trend was statistically significant only for soleus and diaphragm muscles, the
present data generally agree with previous reports showing no changes or a decrease in the levels
of calsequestrin and SERCAI [17, 26, 32]. In addition, our results support the hypothesis that
calcium regulation by the sarcoplasmic reticulum is impaired in dystrophic muscles, in agreement
with previous findings showing a reduction in sarcalumenin, another calcium-binding element
found in the sarcoplasmic reticulum lumen [33].

The cytosolic calcium-binding element calmodulin is one of the major cytosolic calcium
buffers in muscle, and calcium-calmodulin interactions serves as regulators of calcineurin and
calmodulin kinases [34]. Although there was a tendency towards reduced expression of
calmodulin in dystrophic limb, diaphragm and sternomastoid muscles compared to controls, this
difference was not statistically significant. A previous study has also shown changes in
regucalcin, another cytosolic calcium-handling protein, in mdx leg and diaphragm muscle extracts
[18]. Since calmodulin is anchored to the dystrophin-glycoprotein complex through dystrophin
[35, 36], the normal levels of calmodulin observed in mdx limb, diaphragm and sternomastoid
fibers might be related to the presence of utrophin in the extrajunctional sarcolemma, as
demonstrated here in the tibialis anterior muscle. Utrophin normally is transcribed only in the
junctional nuclei and occupies the sarcolemma at the neuromuscular junction [37]. In dystrophic
muscle, utrophin is located in non-junctional sarcolemma where it may replace dystrophin [38].
Nevertheless, the normal expression of calmodulin, as well as of SERCAI and calsequestrin, in

dystrophic limb, diaphragm and sternomastoid muscles might not be sufficient to protect against
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the increases in calcium concentration that lead to myonecrosis. Taken together, these results
further support the view that abnormal calcium handling is involved in mdx fiber degeneration.

A striking finding of the present study was the observation that dystrophic EOM show an
increase in the levels of SERCAT1, calmodulin and calsequestrin compared to control EOM. Since
EOM are mildly affected by the lack of dystrophin, the present results strongly support the
hypothesis that abnormal calcium-handling is involved in X-linked muscular dystrophy.
Previously, EOM have been shown to be more resistant to necrosis caused by pharmacologically
elevated calcium levels, suggesting their ability to better maintain calcium homeostasis than other
striated muscle groups [19]. The present data suggest that this ability might be related to an
increase of sarcoplasmic and cytosolic calcium-handling proteins. In addition, the protection of
EOM against dystrophy may be explained, at least in part, by a better capacity of intracellular
calcium regulation.

Utrophin was shown to accumulate preferentially at the level of the neuromuscular
junction, colocalizing with acetylcholine receptors, in control EOM and tibialis anterior muscles,
as previously demonstrated [37]. The restricted expression of utrophin in synaptic regions seems
to be under the influence of nerve-derived factors such as agrin [39, 40]. The present
immunofluorescence data showed that utrophin expression in dystrophic EOM and tibialis
anterior muscle was preserved at the neuromuscular junction and spread throughout the
sarcolemma. Previous immunoblotting studies have demonstrated an increase of utrophin
expression in EOM [38, 41], being suggested that upregulation of utrophin protects the

dystrophic EOM [25].
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The expression of [-DG, the central trans-sarcolemmal linker of the dystrophin-
glycoprotein complex, was increased in spared dystrophic EOM and dramatically reduced in
dystrophic limb, diaphragm and sternomastoid muscles. This finding agrees with the
immunofluorescence microscopy data, showing an increase in B-DG staining in rectus muscles
compared to limb muscle. This result is in line with previous reports demonstrating a persistent
expression of B-DG in EOM [26]. Normal regulation of capacitative calcium entry into skeletal
muscle depends on the association between store-operated calcium channels and a.1-syntrophin, a
component of the dystrophin-glycoprotein complex which may anchor these channels to the
dystrophin complex [15]. The present observation that spared dystrophic EOM overexpress 3-DG
concomitant with an increase in calcium-handling proteins suggests that B-DG may be involved
in the regulation of calcium-signaling pathways in the muscle fiber. In the absence of dystrophin,
B-DG may interact with utrophin, a-syntrophin or with other subsarcolemmal proteins involved
in calcium signaling, allowing the cells to respond correctly to the changes in calcium
concentration by regulating the expression of calcium-binding proteins (Figure 6).

In conclusion, the present study supports the concept that the ability to better remove
cytosolic calcium ions explains, at least in part, the sparing of EOM in mdx mice. In addition, the
results suggest that the use of gene therapy or pharmacological agents to rescue B-DG, associated
with an increase in calcium-handling proteins, may be useful to ameliorate the consequences of

the lack of dystrophin in other skeletal muscles.
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FIGURES

DYS RE MDX

Figure 1. Dystrophin (DYS) and B-dystroglycan (B-DG) immunofluorescence of control (CTRL)
and dystrophic (MDX) spared rectus muscle (RE). While normal sarcolemmal labeling using
DYS antibody is visible in control RE (A), there is no detectable labeling in mdx RE (B). An
apparent increase in B-DYS labeling is seen in mdx RE (D), compared to control RE (C). Scale

bar (shown only in D), 14 um.
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Figure 2. Acetylcholine receptors (AChRs; arrows in A, C, D) and utrophin (UTR; arrows in B,
D, F) immunofluorescence of control (CTRL) and dystrophic (MDX) rectus (RE) and tibialis
anterior (TA) muscles. UTR labeling is seen in the junctional sarcolemma, co-localizing with
AChRs in control RE (B) and mdx RE (D) and TA (F). An apparent labeling is present in the
extra-junctional sarcolemma in dystrophic RE (D) and TA (F). Scale bar (shown only in F), 34

pm (A, B, C, D) and 42 um (E, F).
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Figure 3. Immunofluorescence localization
of calcium-binding proteins in controls
(CTRL) and dystrophic (MDX) rectus (RE)
and soleus (SOL) muscles. SERCA1 showed
a similar pattern of distribution in RE control
(A) and mdx (B). In soleus, only some
muscle fibers were positive to SERCAI
(asterisk in C and D). Calsequestrin (CSQ)
and calmodulin (CaM) showed a
cytoplasmatic pattern of distribution in
controls (E, G) and dystrophic (F, H)
muscles. Scale bar (shown only in H), 10 um

(E, G, H), 20 pm (A, B, F) and 30 pm (C,

D).
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Figure 4. Immunoblotting analysis of calcium-binding proteins expression in crude extracts of
extra-ocular (EOM), sternomastoid (STN), tibialis anterior (TA), soleus (SOL) and diaphragm
(DIA) muscles from control (CT) and dystrophic (MDX) mice. Shown are the results obtained for

SERCAI, calsequestrin (CSQ), calmodulin (CaM). The dystrophin-glycoprotein component f3-

dystroglycan (B-DG) is also shown.
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Figure 5
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Figure 5. Graphical representation of the calcium-binding proteins expression (%) in spared

extra-ocular muscle (EOM), sternomastoid (STN) and tibialis anterior (TA) dystrophic muscles

in relation to normal control (100%). a, means statistically significant in comparison to control

(Anova). Error bars, SD.
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Figure 6. A schematic diagram of the dystrophin-glycoprotein complex in the spared extraocular
muscle of a dystrophic muscle fiber. The dystrophin-glycoprotein complex is hypothesized to
play a role in cellular signaling [36]. It is postulated that utrophin expression can compensate for
the absence of dystrophin: dystrophin and utrophin are likely to bind to actin and B-dystroglycan
(B-DGC) with similar affinities, but using distinct modes of contact [3]. The WW-EF-ZZ
domains of utrophin mediate binding to B-DGC and the ZZ domain of utrophin, to calmodulin
(CaM) [42]. The dystrophin-glycoprotein complex through syntrophin (syn), can influence TRPC
(transient receptor potential channel), which participate in calcium entry and homeostasis [15].
Whether these associations participate in a signal transduction pathway to regulate the expression
of calcium-binding proteins (SERCA and calsequestrin — CSQ) in the sarcoplasmic reticulum

(SR) remains to be established.
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