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RESUMO 
 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia caracterizada pela ausência de 
distrofina, uma proteína estrutural da membrana plasmática. A ausência da distrofina faz 
com que a fibra muscular esquelética e cardíaca sofram alterações funcionais seguida de 
necrose. Com o avançar da idade cerca de 40% dos pacientes desenvolvem cardiomiopatia 
devido à progressiva fibrose miocárdica (FM) e vão a óbito por esta razão.  Portanto, 
tratamento que impeça a progressão da FM é de importância em pacientes com DMD. O 
camundongo mdx, modelo animal da distrofia, também apresenta progressiva FM e por isso 
tem servido de modelo experimental para a cardiomiopatia na DMD. Parte da FM em 
camundongos mdx tem sido atribuída à deficiência em óxido nítrico. Desta forma, terapias 
baseadas na administração exógena de óxido nítrico têm sido aventadas e a L-arginina, 
substrato para óxido nítrico sintase tem se revelado uma candidata para tal. Esse trabalho 
tem como objetivo avaliar o efeito da administração de longo tempo da L-arginina sobre a 
progressão da FM em camundongos mdx. Os animais foram tratados com L-arginina 
durante 60 semanas. Os corações foram retirados e preparados para avaliação 
histomorfométrica da FM através de coloração com tricrômico de Masson.  Lâminas 
coradas com hematoxilina e eosina (H&E) serviram para observação histológica e 
quantificação da densidade de células inflamatórias. Corações de camundongos mdx de 
mesma idade que aqueles tratados com L-arginina serviram como controle. Nossos 
resultados mostram que a área média de FM nos camundongos que receberam L-Arginina 
não foi diferente (p> 0,05) da dos camundongos do grupo controle (29.5 ± 2.5 % para 
controle vs 31.4 ± 2 % para L-arginina). De outro lado, a densidade de células inflamatórias 
foi significativamente inferior nos camundongos que receberam L-arginina comparados ao 
controle (169.3 ± 6.7 células/mm2 no controle vs 102 ± 6 células/mm2 em L-arginina).  
Baseado nisto, conclui-se que a administração por longo tempo de L-arginina não é capaz 
de prevenir a FM sugerindo que o uso da L-arginina pode não ser eficaz na prevenção da 
FM em DMD. Durante a realização do trabalho verificou-se que a administração de L-
arginina aumenta a já conhecida susceptibilidade dos camundongos mdx desenvolverem 
tumores. Cerca de 40% dos camundongos mdx que receberam L-arginina por longo tempo 
apresentaram tumores cuja análise histopatológica, incluindo-se a expressão de MyoD 
revela serem rabdomiossarcomas. Uma análise mais detalhada mostra que a maioria deles é 
do tipo embrionário e um do tipo alveolar. Esses resultados são importantes uma vez que 
esse protocolo poderá ser empregado para indução desse tipo de câncer e consequentemente 
servir como modelo experimental para o mesmo.   
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ABSTRACT 

 

The Duchenne Muscle Dystrophy (DMD) is a myopathy characterized by dystrophin 
absence, which is a structural protein of the plasma membrane. The dystrophin absence 
leads to functional alterations followed by necrosis in the skeletal and cardiac muscle 
fiber. As the patients grow older, about 40% of them develop cardiomyopathy due to 
progressive myocardial fibrosis (MF), and eventually die because of this. Therefore, a 
treatment that avoids the MF progression is very important to DMD patients. The mouse 
mdx, animal model of dystrophy, also presents progressive FM and thus, has been used as 
an experimental model for cardiomyopathy in DMD. The MF in mice mdx has been 
partially attributed to the deficiency of nitric oxide. This way, therapies based on the 
exogenous administration of nitric oxide have been quoted and the L-arginine, which is a 
substrate of the synthase nitric, has been revealed to be a strong candidate to these 
therapies. The aim of this current project is evaluating the effect of long-term 
administration of L-arginine on the progression of MF in mice mdx. The animals were 
treated with L-arginine for 60 weeks. The hearts were taken out and prepared for 
histomorphometric evaluation of the myocardial fibrosis through the colouring with 
Masson`s trichrome. Slides stained with hematoxilin and eosin (H&E) were used for 
histological observation and quantification of the density of inflamatory cells. Hearts of 
mice mdx at the same age of those ones treated with L-arginine were used as control. Our 
results show that the average area of MF in mice which received L-arginine wasn`t 
different (p>0,05) from the area of the control group (29,5 ± 2,5% for the control vs 31,4 ± 
2% for the L-arginine). On the other hand, the density of inflamatory cells was 
significantly smaller in mice which received L-arginine compared to the control (169.3 ± 
6.7 cells/mm² in the control vs 102 ± 6 cells/mm² in L-arginine). Based on this, we can 
conclude that the long-term administration of L-arginine is not enough to prevent the MF, 
suggesting that the use of L-arginine may not be effective to prevent the MF in DMD. 
During the research achievement, we could verify that the L-arginine administration 
increases the already known susceptibility of mice mdx of developing tumors. About 40% 
of the mice mdx which received L-arginine for a long time presented tumors whose 
histopathological analysis, including the MyoD expression, reveals them to be 
rhabdomyosarcomas. A further analysis reveals that most of them is the embrionic kind 
and one is the alveolar kind. These results are important since this protocol can be used to 
induce this kind of cancer and consequently serve as an experimental model for it. 
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1. INTRODUÇÃO___________________________________________________________                          

 

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é o tipo mais comum entre as distrofias 

musculares humanas, afetando uma em cada 3500 crianças do sexo masculino nascidas vivas. 

Clinicamente manifesta-se entre dois e cinco anos de idade, quando se observa atraso no 

desenvolvimento motor, dificuldade em correr ou subir degraus e quedas frequentes. A 

fraqueza muscular é evidente nos membros inferiores e na musculatura proximal. 

Concomitantemente à fraqueza muscular, a criança apresenta pseudo-hipertrofia, 

principalmente nos membros inferiores. A fraqueza muscular é progressiva resultando em 

perda da deambulação aproximadamente aos doze anos de idade, com cifoescoliose. A 

utilização de órteses e de ventilação mecânica melhoram a qualidade de vida do paciente, 

porém o óbito é inevitável e frequentemente ocorre devido à falência respiratória e cardíaca 

por volta dos vinte anos de idade (BOGDANOVICH et al., 2004; ENGEL et al., 1994). 

Biópsia de músculos de indivíduos acometidos pela DMD apresenta alterações 

morfológicas significativas. Fibras musculares necróticas ou em degeneração com presença 

de células inflamatórias são comumente observadas em músculos distróficos. As fibras 

musculares são gradualmente substituídas por tecido conjuntivo e adiposo, evidenciados 

clinicamente pela pseudo-hipertrofia dos membros. Variações do diâmetro das fibras 

musculares são observadas a partir da idade de um a cinco anos (BLAKE et al., 2002; 

ENGEL et al., 1994). 

 A DMD é uma doença autossômica recessiva ligada ao cromossomo X, causada pela 

mutação no gene que codifica a proteína distrofina. Uma proteína estrutural com peso 
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molecular de 427 kDa, localizada principalmente na face citoplasmática do sarcolema 

(ENGEL et al., 1994). 

O complexo distrofina-glicoproteínas (CDG, Figura 1) apresenta múltiplas 

subunidades que atravessam o sarcolema e formam uma ligação estrutural entre a matriz 

extracelular e a actina. Fazem parte deste complexo as sintrofinas, as sarcoglicanas, a óxido 

nítrico sintase neuronal (nNOS), a utrofina, a caveolina-3 e a distrobrevina (BONILLA et al., 

1988; DURBEEJ & CAMPBELL, 2002; HOFFMAN et al., 1987). 

 

 

 

 

Figura 1: Organização molecular do complexo distrofina glicoproteínas no sarcolema. Adaptado de Rando, 

Muscle & Nerve, 24, p.1575-1594, 2001. 
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 A ausência da distrofina, principal característica da DMD, provoca redução dos níveis 

de todas as proteínas do complexo distrofina-glicoproteínas (CDG) inclusive nNOS que 

interessa diretamente para o presente trabalho.  

 Sugere-se que o CDG confere estabilidade ao sarcolema durante a contração e 

relaxamento da fibra muscular (ENGEL et al., 1994), além de servir como sinalizador de 

processos intracelulares que levam a mecanismos de defesa, a regulação de processos vitais 

ou a morte da fibra muscular (GAILLY, 2002; MARQUES, 2004; RANDO, 2001). 

A falta da distrofina faz com que o sarcolema, membrana citoplasmática da fibra 

muscular se torne frágil, deixando as fibras musculares dos músculos susceptíveis a danos 

durante a contração e relaxamento muscular (CHAKKALAKAL et al., 2005). Devido a esta 

fragilidade o sarcolema pode romper-se ocasionando a descontinuidade do mesmo, 

permitindo maior influxo de íons cálcio (Ca²+) para o meio intracelular (PETROF, 1998).  

Admite-se que o acúmulo excessivo de Ca²+ na fibra muscular causa hipercontração e 

ativação de proteases endógenas, que resulta em necrose da fibra muscular (BERCHTOLD et 

al., 2000; STEDMAN et al., 1991). Em fibras normais não distróficas este excesso é 

removido pelo retículo endoplasmático e pela mitocôndria (ENGEL et al., 1994). 

No início da doença DMD, a necrose é compensada pela capacidade de regeneração 

das fibras musculares, o que se faz à custa da ativação das células satélites (ENGEL et al., 

1994). As células satélites, localizadas entre a lâmina basal e o sarcolema, são responsáveis 

pela regeneração muscular. Com o passar do tempo, a capacidade de regeneração por células 

satélites diminui e as fibras musculares são substituídas por tecido conjuntivo e adiposo 

(HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005), resultando na perda da função muscular observada 

nos pacientes com DMD. 
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1.2 O camundongo mdx 

 

O conhecimento da fisiopatologia da lesão muscular e o estabelecimento de novas 

estratégias para o tratamento da DMD tiveram grande impulso, a partir da descoberta por 

Bulfield e colaboradores (1984), de uma linhagem de camundongos cujos músculos 

esqueléticos apresentavam semelhanças aos de portadores de DMD: fibras musculares em 

degeneração, fibras regeneradas de pequeno diâmetro e com núcleo em posição central.  

Posteriormente, estudos genéticos demonstraram que estes camundongos 

apresentavam mutação do gene da distrofina, homóloga aquela ocorrida na DMD. Esta 

linhagem surgiu espontaneamente da linhagem C57BL/10 ScSn, denominada C57BL/10 mdx 

(“murine dystrophic x chromossome-linked”). Assim, a linhagem de camundongos conhecida 

como mdx tornou-se o modelo animal preferido para estudos da DMD (ANDERSON et al., 

1988; COLLINS & MORGAN, 2003; HOFFMAN et al., 1987).  

Apesar das semelhanças entre a DMD em humanos e nos camundongos mdx, a 

principal diferença entre o desenvolvimento desta doença nos dois casos é o fato de que nos 

camundongos as fibras têm capacidade de se regenerar sucessivamente após a degeneração, 

sem que ocorra a manifestação de sinais clínicos que demonstrem o comprometimento 

muscular (CULLEN & JAROS, 1988). 

Os primeiros sinais de degeneração e regeneração das fibras musculares nesses 

animais iniciam-se por volta dos 20 dias de vida pós-natal. O princípio dos ciclos de 

degeneração e regeneração relaciona-se ao momento em que se inicia a atividade muscular 

deste período, que levaria a suscetibilidade das fibras musculares à lesão (CULLEN & 

JARROS, 1988; DISATNIK et al, 1998; TANABE et al., 1986). Entre 35 a 90 dias de vida, a 

necrose atinge seu ápice, e entre 60 e 90 dias, mais de 50% das fibras musculares encontram-
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se em processo de regeneração.  Em torno de 120 dias de idade, encontram-se regeneradas 

(LEFAUCHEUR et al., 1995; TANABE et al., 1986).  

Após os 20 meses de vida, a capacidade de regeneração muscular decresce devido à 

diminuição gradual da quantidade e da capacidade de proliferação das células satélites. Os 

animais começam a apresentar características patológicas semelhantes às observadas em 

humanos, com progressiva fraqueza motora e perda de fibras musculares, que são 

substituídas por tecido conjuntivo (LEFAUCHEUR et al., 1995).  

Em função disso os camundongos mdx vêm sendo extensivamente utilizados nos 

estudos da patogênese da lesão da fibra muscular esquelética e na avaliação de novas terapias 

que retardem a evolução da doença nesses músculos. 

 

 

1.3 O coração na Distrofia Muscular de Duchenne e no camundongo mdx 

 

 Assim como no músculo esquelético o músculo cardíaco também é comprometido, 

porém, numa fase mais tardia da DMD. Cerca de um terço dos pacientes de DMD apresenta 

sinais de disfunção cardíaca na adolescência e em idade mais avançada virtualmente todos 

desenvolvem cardiomiopatia (FINSTERER & STOLLBERGER, 2008; NIGRO et al., 1990). 

Do ponto de vista histopatológico a alteração mais evidente no músculo cardíaco é o 

acúmulo progressivo de fibrose intersticial, que resulta em parte dos processos inflamatórios 

consequente à necrose dos cardiomiócitos (BAXTER, 2006; COX & KUNKEL 1997; 

FINSTERER & STOLLBERGER, 2008; FRANKEL & ROSSER, 1976; NIGRO et al., 

1990; PERLOFF et al., 1967). As células inflamatórias induzem a fibrose através da secreção 
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de citocinas, as quais estimulam os fibroblastos cardíacos na produção de colágeno 

resultando na deposição excessiva de matriz extracelular (MORRISON et al., 2000). 

A fibrose miocárdica (FM) desempenha importante papel na falência cardíaca na 

DMD, pois ao comprometer a arquitetura geral do coração e o sistema de condução do 

coração provoca arritmias, dilatação na parede do ventrículo esquerdo culminando com o 

óbito (FINSTERER & STOLLBERGER, 2008; FRANKEL & ROSSER, 1976; 

KERMADEC et al., 1994; MORIUCHI et al., 1993; MUNTONI, 2003; NIGRO et al.,1990; 

NOMURA & HIZAWA, 1982; PERLOFF et al., 1967; POLITANO et al., 1996). 

Não obstante a importância da FM no desenvolvimento da cardiomiopatia e os óbitos 

decorrentes, não há tratamento específico objetivando a diminuição da progressão da FM nos 

pacientes com DMD. Uma das razões que colaboram para isto é a variabilidade com que se 

apresenta a evolução da FM nos pacientes com DMD (MANZUR et al., 2008). 

 
 

Os camundongos mdx compartilham características observadas no coração dos 

pacientes portadores de DMD. Sabe-se que nesses animais o coração apresenta-se normal sob 

o ponto de vista histológico até ao redor de sete meses de idade. A partir desta idade é 

possível detectar-se fibrose intersticial miocárdica que avança progressivamente e ao redor 

de 17 meses de idade o coração desses animais apresenta hipertrofia dos cardiomiócitos, 

necrose celular, inflamação e extensas áreas de fibrose envolvendo endocárdio, pericárdio e 

epicárdio de ambos os ventrículos direito e esquerdo (QUINLAN et al., 2004). Geralmente, a 

fibrose cardíaca inicia-se com envolvimento da parede posterior do ventrículo esquerdo 

(CZINER & LEVIN, 1993). Posteriormente, tanto os átrios quanto os ventrículos exibem 

fibrose, focos de degeneração e infiltração de tecido adiposo (GILROY et al., 1963). Os 

miofilamentos sofrem desorganização e o retículo sarcoplasmático torna-se dilatado 
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(SANYAL, et al., 1978; WAKAI et al., 1988). Além disso, há aumento no número e 

mudanças estruturais das mitocôndrias em particular nas áreas cardíacas com lesão 

(SANYAL et al., 1978; WAKAI et al.,1988).  

Em vista destas alterações patológicas o coração dos camundongos mdx também tem 

sido utilizado como modelo para estudo da cardiomiopatia na DMD.   

 

1.4 Patogênese da lesão em cardiomiócitos de corações deficientes em distrofina e 

administração de L-arginina  

 

 Assim como no músculo esquelético a ausência da distrofina faz-se acompanhar pela 

diminuição da expressão de nNOS, a enzima responsável pela produção do óxido nítrico 

(NO), também está diminuída nos corações deficientes em distrofina. Estima-se que há 

diminuição de 80% da atividade da enzima nNOS e admite-se que a diminuição da expressão 

desta enzima colabore com a patogênese da lesão da fibra muscular cardíaca (BRITA, et al., 

1999). 

Em camundongos mdx transgênicos que expressam elevados níveis de NOS ocorre 

significativa melhora da função cardíaca, a cardiomiopatia torna-se menos evidente e em 

especial há diminuição significativa da FM. Em função disto postulou-se que a FM poderia 

ser minimizada através de terapia com fornecimento exógeno de NO (WEHLING-

HENRICKS et al., 2005).  

  Há evidências de que a distrofinopatia em músculo esquelético de camundongos mdx 

seja minimizada pela administração de L-arginine (2-amino- 5- ácido guanidinovalerico), um 

substrato para o óxido nítrico sintase (BARTON et al., 2005; VOISIN et al., 2005). 

Observou-se que, concomitante à diminuição da mionecrose havia acentuada diminuição da 
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fibrose intersticial do músculo esquelético (ARCHER et al., 2006; BARTON et al., 2005; 

VOISIN et al., 2005). Assim sendo é razoável que a L-arginina seja um candidato para as 

terapias de fornecimento de óxido nítrico.  

É de interesse mencionar que qualquer terapia farmacológica para a DMD se faz por 

toda a vida, e o impacto do tratamento com L-arginina em longo prazo sobre a fibrose 

miocárdica progressiva não foi ainda investigado. Sendo assim, um dos objetivos deste 

trabalho foi avaliar se a administração de L-arginina durante 60 semanas poderia afetar a 

progressão da FM no camundongo mdx. 

 

 

1.5 Rabdomiossarcoma nos camundongos mdx  

Rabdomiossarcoma (RMS) é o mais comum dos sarcomas de tecido mole que ocorre 

na infância, responsável por aproximadamente 5 a 8% de todos os cânceres desta fase, com 

um pico de incidência nas idades de 1 a 5 anos. Geralmente, 50% das crianças que são 

diagnosticadas com RMS sobrevivem cinco anos (TORO et al., 2006). 

Apesar do consenso de que os tumores do RMS podem derivar da transformação das 

células em desenvolvimento em qualquer ponto ao longo do eixo da célula muscular 

esquelética (MERLINO & HELMAN, 1999), desconhece-se a origem exata da célula 

carcinomatosa.  Para alguns autores, a célula tumorogênica originar-se-ia das células 

satélites, que são células “dormentes” de natureza miogênica localizadas entre o sarcolema e 

a membrana basal muscular das fibras musculares esqueléticas (TRUPIN et al., 1979). As 

células satélites são responsáveis pela regeneração da fibra muscular esquelética, e entram 

em proliferação toda vez que a fibra muscular sofre lesão ou dano irreparável. Para outros 
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autores os RMSs podem surgir através da diferenciação de células maduras musculares em 

que os mionúcleos podem ser estimulados a reentrarem no ciclo celular após sinais 

específicos (KELLER & CAPECCHI, 2005).  

 Parte significativa do desconhecimento sobre a patogênese dos RMSs é devida à 

inexistência de modelos experimentais. Comumente, o RMS tem sido estudado através da 

manipulação de linhas de células humanas derivadas a partir do tumor RMS, adaptadas para 

o crescimento em cultura. Entretanto, as células do RMS humano representam os estágios 

finais do tumor e por isso elas não são apropriadas para os estudos dos eventos precoces do 

RMS (ANDERSON et al., 2001; MERLINO & HELMAN, 1999; NANNI, et al., 2003). 

 O RMS espontâneo é raro em roedores de laboratórios e por este motivo existem 

poucos modelos experimentais “in vivo”. De fato a incidência do RMS é baixa sendo 

estimada em 2,4 a 12,5% naqueles animais (DAVIS et al., 1997). Dessa forma há grande 

interesse em que novos modelos experimentais sejam criados. 

 Recentemente, observou-se que camundongos mdx são susceptíveis ao 

desenvolvimento espontâneo do RMS, embora sua incidência seja de apenas 6% 

(CHAMBERLAIN et al., 2007). Uma explicação para a predisposição ao desenvolvimento 

do rabdomiossarcoma nos camundongos mdx é que ao longo de sua vida eles sofrem 

seguidos ciclos de degeneração e regeneração das células musculares que estão associados 

com contínua ativação e proliferação das células satélites (CHAMBERLAIN et al., 2007). 

Foi sugerido que com o decorrer do tempo aumenta a probabilidade do desenvolvimento 

aleatório e espontâneo de mutações nas células satélites, levando ao desenvolvimento do 

RMS nesses animais (TIFFIN et al., 2003). 
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 Por este motivo, o camundongo mdx poderia tornar-se um modelo animal 

experimental importante para estudos sobre o desenvolvimento do RMS (CHAMBERLAIN 

et al., 2007).  
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2. OBJETIVOS_____________________________________________________________                           

 

1 - Examinar os efeitos do tratamento de longo prazo com L-arginina sobre a evolução da 

fibrose miocárdica em camundongos mdx. 

 

2 - Relatar o aumento da susceptibilidade da carcinogênese em camundongos mdx tratados 

com L-arginina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS________________________________________________                            

 

3.1. Referente ao estudo da fibrose miocárdica  

3.1.1 Desenho Experimental 

 Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes para 

experimentação de animal da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, sob o 

protocolo da Comissão de Ética na experimentação animal (CEEA-IB-UNICAMP) n°1263-1 

(Anexo 1). Foram utilizados 20 camundongos das linhagens mdx machos, com idade inicial 

de 6 meses, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) 

da UNICAMP. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia do 

Instituto de Biologia em caixas plásticas sob condições ambientais controladas (12 horas de 

ciclo claro/escuro), com ração e água ad libitum. 

 Os camundongos foram distribuídos em dois grupos de 10 animais. Um dos grupos 

recebeu L-arginina (Sigma, St Louis) dissolvida em água de beber na dose 8mg/Kg/dia (de 

acordo com BARTON et al., 2005; VOISIN et al., 2005).durante 15 meses. Outro grupo de 

camundongos não foi tratado (grupo controle).  

 

3.1.2 Preparação do tecido cardíaco 

Ao final da administração da droga os animais foram anestesiados por via 

intraperitoneal com um composto de cloridrato de ketamina (Ketalar®, Parke Davies) e 

cloridrato de thiazine (Rompum®, Bayer), na proporção de 1:1 e dose de 0.02 mg/Kg. 
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Realizou-se toracotomia mediana para exposição do coração que depois de dissecado, foi 

retirado e imerso em isopentano por 30 segundos e congelado em nitrogênio líquido.   

Em seguida, armazenados em biofreezer (–70°C) e seccionados longitudinal e 

transversalmente com 7 µm de espessura em criostato (Microm-HS505E). Os cortes foram 

corados com tricrômico de Masson da seguinte forma: corados com hematoxilina de Harris 

por oito minutos. As lâminas foram lavadas em água corrente e imersas em solução de 

Masson por quinze minutos. Em seguida imersas em solução de ácido acético a 0,2 % e em 

solução de azofloxina (AFO) por cinco minutos e em solução de verde luz (light green) por 

trinta segundos. Após essa etapa, as lâminas foram imersas em ácido acético a 0,2% e a 

seguir os cortes foram desidratados em série crescente de etanol e diafanizados em xilol. 

Em seguida foram montadas em Tragacanth (Sigma-Aldrich, USA).  

 

Outras lâminas foram coradas pela técnica rotineira de Hematoxilina e eosina (H&E) 

para avaliação da densidade de células inflamatórias. 

 

3.1.3 Análise morfométrica  

Para avaliação da FM utilizaram-se as lâminas coradas com tricrômico de Masson. 

Cortes de tecido cardíaco foram examinados por um microscópio de luz Nikon® Eclipse E 

400 conectado a um computador vinculado a uma vídeo câmara Nikon Express Series; 

Tokyo, Japan), que permite a captação das imagens no programa NIS-elements AR 

Advances Reserches) e procedeu-se à contagem em µm2 das áreas de FM utilizando 

aumento de 20X,  da área total do corte. Para isto foram selecionadas as 10 maiores áreas 
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de fibrose de cada lâmina (5 lâminas de animais controle e 5 de animais que receberam L-

arginina) para relacionar com a área total. Após a coleta, os dados foram enviados para o 

programa Microsoft Excel para realização das porcentagens de FM correspondentes a cada 

animal.    

Para avaliação da inflamação utilizaram-se as lâminas coradas com H&E. Com o 

auxílio de uma grade quadriculada, colocada em uma ocular Nikon e com objetiva de 

imersão em óleo (100X) procedeu-se à contagem do número de células inflamatórias 

existentes por mm2. As células inflamatórias foram identificadas em função de seu tamanho e 

da morfologia do núcleo. As áreas avaliadas foram escolhidas aleatoriamente sendo que 

cerca de 10 áreas foram avaliadas em cada lâmina (5 lâminas de animais controles e 5 de 

animais que receberam L-arginina).  

As quantificações de FM e de células inflamatórias foram realizadas tanto nos 

animais que receberam L-arginina quanto nos que não receberam para comparação. 

 

3.1.4 Análise estatística 

 

A comparação entre os dados feita entre os dois grupos experimentais (mdx que 

receberam L-arginina e o grupo controle). Foram comparados usando o test t-Student, sendo 

considerado significativo p> 0,05. 

 

 

3.2 Referente ao estudo do Rabdomiossarcoma 
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  Durante o período em que os animais receberam L-arginina, quatro foram a óbito 

sendo que dois apresentavam massa tumoral palpável na região massetérica, um na região 

dorsal do pescoço, e um na região femoral. 

  Os tumores foram retirados e fixados em Bouin por 24 horas, lavados em álcool 70% 

até clarear. Foram desidratados com álcool e diafanizados com xilol. Em seguida, inclusos na 

parafina. Secções de 5µm feitas em micrótomo (REICHERT-JUNG mod. 1130/ Biocut) 

foram posicionadas em lâminas silanizadas para coloração em H&E e imunohistoquímica 

para MyoD. 

 Após análise histopatológica através de lâminas coradas em H&E outros cortes foram 

empregados para a comprovação do tipo de tumor através de imunomarcação com MyoD a 

qual foi realizada da seguinte forma: Cortes transversais obtidos dos tumores foram 

desparafinados e re-hidratados para realização da técnica de imunohistoquímica para MyoD. 

Após recuperação dos sítios ativos dos antígenos com tampão citrato e bloqueio da marcação 

inespecífica com 3% BSA em PBS, os cortes foram incubados com anticorpo primário para 

MyoD (SC 760; Santa Cruz) durante 12 horas a 4 C.  

A seguir, os cortes foram lavados por 30 minutos com PBS e incubados com 

anticorpo secundário anti-coelho biotinilado IgG (Vector laboratories). Após o bloqueio da 

peroxidase endógena, as secções foram incubadas com complexo Avidina-biotina (ABC) 

peroxidase e reveladas com a diaminobenzidina (DAB; 3,3`- Diaminobenzidine Dihydrate 

Tetrahydrochloride; SIGMA).  

As lâminas foram analisadas em microscópio de luz Nikon Eclipse E 400 conectado a 

um computador vinculado a uma vídeo câmara Nikon Express Series; Tokyo, Japan. 
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4. RESULTADOS___________________________________________________________                          

 

4.1 Sobre o tratamento com L-arginina 

4.1.1 Análise Qualitativa 

Não foi encontrada diferença histológica qualitativa entre os corações dos 

camundongos mdx que receberam L-arginina e os controles. Conforme identificados através 

dos cortes corados com tricrômico de Masson, os corações apresentaram focos de fibrose 

intersticial, distribuídas ao longo do endocárdio, miocárdio e do epicárdio do átrio, ventrículo 

e septo interventricular (Fig.2, A e B). Nas lâminas coradas com H&E observou-se infiltrado 

inflamatório formando distintos agregados multifocais entre os miócitos cardíacos, que por 

vezes, se apresentavam eosinófilos com desarranjos vacuolares, mudanças de estriações e 

núcleos picnóticos (Fig.2, C e D). 
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Figura 2: Secções do ventrículo esquerdo do coração de camundongos mdx que receberam L-arginina por 
60 semanas (B e D) e animais controle (A e C). Em A e B, áreas de fibrose (coloração tricrômico de 
Masson). Em C e D, áreas de infiltrado inflamatório (*) coloração H&E. 

 

4.1.2 Análise quantitativa 

Na análise quantitativa, observou-se (Fig. 3) que a área média de FM nos 

camundongos que receberam L-Arginina não foi diferente (p> 0,05) à dos camundongos do 

grupo controle, após 15 meses de administração de L-arginina (29.5 ± 2.5 % para controle vs 

31.4 ± 2 % para L-arginina). A densidade de células inflamatórias (Fig. 4) foi 

significativamente inferior nos camundongos que receberam L-arginina comparados ao 

controle (169.3 ± 6.7 células/mm2 no controle vs 102 ± 6 células/mm2 em L-arginina).  
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Figura 3: Histograma representativo da área da fibrose cardíaca (%) nos animais mdx controle e nos que 
receberam L-arginina após 60 semanas.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Histograma representativo da densidade de células inflamatórias nos dois grupos controle e L-
arginina. (*) diferença significativa (p> 0,05). 
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4.2 Sobre a análise do Rabdomiossarcoma 

 

Os tumores foram encontrados em quatro animais, representando 40% de incidência. 

Foram inicialmente identificados por inspeção visual representado por uma proeminente 

massa subcutânea que se apresentaram nas regiões massetérica (2), dorsal do pescoço (1) e 

femoral (1). 

 Não obstante apresentarem-se em diferentes estágios de progressão a análise 

histopatológica dos tumores em lâminas coradas com H&E sugere que a maioria deles é do 

tipo embrionário, quando comparados aos tumores humanos (Fig 5). No geral apresentam-se 

com células eosinófilas heterogênea em tamanho e forma incluindo células arredondadas e 

fusiformes com núcleo hipercromático (Fig 6). 

 Um dos tumores apresentou características histopatológica de RMS do tipo alveolar: 

agrupamento de células com escasso citoplasma e núcleos arredondados relativamente 

uniformes dispostas entre finos septos de tecido conjuntivo. Algumas vezes as células 

neoplásicas mostravam-se soltas e em aspecto de cachos de uva (Fig 7).   

 Em todos os tumores as células apresentaram-se positivas a reação dos anticorpos 

para MyoD embora no tumor do tipo alveolar as mesmas aparentavam ser em menor número 

e dispersamente distribuídas em relação aquelas dos tumores do tipo embrionário (Fig 8). 
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Fig.5: Aspectos histopatológicos do rabdomiossarcoma do tipo embrionário. Em A, região em que ainda 
observam-se fibras musculares pré existentes (*) entre células neoplásicas. Em B, células neoplásicas 
convencionais (arredondadas). 
 

 

Fig. 6: Em A e B, centro do tumor mostrando células fusiformes (cabeças de setas) e arredondadas com 
núcleos hipercromáticos (setas) em rabdomiossarcoma do tipo embrionário. Em C, fibra muscular pré 
existente (*) com células neoplásicas em proliferação (setas) e em D, células tumorais com núcleos 
bilobulados (setas menores) e figuras de mitose. Notar o aspecto pleiomórfico dos núcleos. 
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Fig. 7: Notar aspecto geral das células neoplásicas formando alvéolos típicos de rabdomiossarcoma alveolar. 
A: septos de tecido conjuntivo (setas) delimitando alvéolos (*). Em C agrupamentos de células com aspecto 
de cachos de uva (setas) e em D células pequenas com citoplasma escasso e núcleos arredondados dando a 
impressão de estarem “soltas”.

 

 

Fig. 8: Imunomarcação para MyoD mostrando marcação nuclear para o tumor do tipo embrionário (A) e 
alveolar (B). 
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5. DISCUSSÃO_____________________________________________________________                                  

5.1 Do efeito da L-arginina sobre a fibrose miocárdica  

 

A progressão da FM em humanos contribui em seu estágio final para a falência 

cardíaca, que ocorre por volta dos 30 anos na DMD. Isto significa que o tratamento 

farmacológico permanece por mais de duas décadas nos pacientes portadores de DMD. Por 

análise histopatológica a FM começa a ser detectada por volta de 36 semanas de idade e, ao 

redor de 40 a 42 semanas de idade, identifica-se a cardiomiopatia dilatada associada a 

anormalidades contráteis, em camundongos mdx (QUINLAN et al, 2004). Embora não seja 

possível traçar uma comparação exata entre a evolução da cardiomiopatia em camundongos 

mdx e em pacientes com DMD, admite-se, grosseiramente, que o camundongo com seis 

meses de idade corresponda a um paciente de 16 a 18 anos de idade (GROUNDS et al, 

2008).  No presente estudo, o camundongo mdx começou a receber L-arginina com 24 

semanas de idade, permanecendo em tratamento durante 60 semanas.  

Estes resultados mostraram que após 60 semanas de administração de L-arginina não 

houve alteração significativa na progressão da FM em camundongos mdx. Considerando que 

os mecanismos celulares e moleculares que resultam na FM sejam semelhantes no 

camundongo mdx e na doença humana, estes resultados sugerem que a progressão da FM não 

pode ser retardada em pacientes com DMD.     

 Sabe-se que o desenvolvimento da FM depende principalmente da presença de reação 

inflamatória, embora a regulação da proliferação de fibroblastos cardíacos seja de natureza 

multifatorial. Porém, os mecanismos celulares e moleculares que resultam em FM nos 

corações deficientes em distrofina ainda são desconhecidos. Sabe-se também que a FM 
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ocorre em vários tipos de cardiomiopatias idiopáticas as quais são de natureza não 

inflamatória (SPINALE, 2007; SWYNGHEDAUW, 1999). Em camundongos mdx 

transgênicos com aumento da expressão de NOS há redução da reação inflamatória 

acompanhada da diminuição da FM, embora não esteja claro que a redução da FM seja 

consequência direta da diminuição da inflamação (WEHLING-HENRICKS et al., 2005).  Em 

trabalhos recentes, sugere-se que o desenvolvimento da FM seja apenas parcialmente 

dependente da inflamação (MARQUES et al., 2009 in press). No presente estudo, a 

progressão da FM não foi alterada, embora a densidade das células inflamatórias tenha sido 

significativamente diminuída com o tratamento com L-arginina. De um modo geral, estes 

achados sugerem que o tratamento de longo tempo com L-arginina poderia ter um efeito pró-

fibrótico nas nossas condições experimentais. 

 A remodelagem extracelular é regulada pelas metaloproteinases da matriz e a 

produção da FM pode refletir desequilíbrio entre a metaloproteinase-2 de matriz e inibidores 

de tecido da metaloproteinase-2 de matriz nos fibroblastos cardíacos. A expressão e a 

atividade da metaloproteinase-2 de matriz são estimuladas pelo acúmulo do NO, embora os 

mecanismos envolvidos sejam desconhecidos nos fibroblastos cardíacos (DAVIES et al., 

2007).  

 No presente estudo, a administração de L-arginina em longo tempo pode resultar em 

aumento cumulativo de NO no tecido cardíaco, que em níveis elevados ou na presença de 

espécies de oxigênio reativo pode aumentar o estresse oxidativo através da produção de 

superóxido e peróxido de hidrogênio, os quais, por sua vez, são ativadores da 

metaloproteinase-2 de matriz, resultando em um aumento da fibrose (BOGER 2008; 

DONINI et al., 2008; HNIA et al., 2008; PACHER et al, 2007; THOMAS et al., 2008). Estes 
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mecanismos explicariam porque a FM não decresceu, embora a reação inflamatória tenha 

diminuído significativamente com a administração de L-arginina.  

 No geral, estes resultados estão de acordo com a observação de que as fibras 

colágenas cardíacas não foram afetadas em camundongos mdx após seis meses de tratamento 

com L-arginina (VAN ERP et al., 2004) e que o desenvolvimento da FM não foi prevenido 

pela L-arginina, em coração não distrófico, apesar da restauração da atividade do NOS 

(SIMKO et al., 2005). Por outro lado, eles não estão de acordo com a observação de que a 

FM seja prevenida pela expressão de nNOS no miocárdio do camundongo mdx (WEHLING-

HENRICKS et al., 2005). Esta diferença poderia ser atribuída a diferentes metodologias 

utilizadas. 

 O fato de que a L-arginina não ter sido eficaz em reduzir a progressão de FM não 

elimina a possibilidade de que as terapias baseadas na administração exógena de substratos 

para NO não possam diminuir a FM em camundongos mdx, tampouco serem empregadas na 

DMD. Estudos futuros, usando compostos que liberam NO diretamente, são necessários para 

examinar se outras formas de terapias baseadas em NO poderiam reduzir a FM, retardando a 

insuficiência cardíaca no coração com deficiência de distrofina. 

 Em conclusão, o presente estudo mostra que a administração de longo tempo com L-

arginina não é capaz de prevenir a FM no camundongo mdx. Assim, os resultados não 

sustentam uso da L-arginina como terapia baseada em NO para a FM na DMD.  

   

5.2 Da carcinogenecidade da L-arginina  
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Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que a administração de L-

arginina por longo tempo aumenta a susceptibilidade dos camundongos mdx a 

carcinogênese.  A incidência de 40% no grupo tratado com L-arginina contrasta com 

ausência de tumores no grupo não tratado. Além disso, a prevalência do RMS resultante da 

administração da L-arginina é mais alta que o RMS espontâneo em camundongos mdx 6% 

e, em outros roedores de laboratórios, que registra na literatura porcentagens de 2.4 a 

12.5% em estudos anteriores (CHAMBERLAIN, et al., 2007; DAVIS, et al., 1997). 

Um fato interessante é que a maioria dos tumores (3 em 4) observados estava 

localizada na extremidade superior (cabeça e pescoço), particularmente na região 

massetérica. É bem estabelecido que a cabeça, o pescoço e a órbita são também os locais 

anatômicos mais comuns para o RMS primário em humanos (SHIELDS & SHIELDS, 

2003).  

A análise histológica revelou que a maioria dos tumores assemelha-se àquele 

classificado como sendo do tipo embrionário em humano e assim eles podem tornar-se um 

modelo experimental representativo para se estudarem alguns aspectos moleculares 

subjacentes da patogênese e do progresso deste câncer. 

Há um consenso de que RMSs podem derivar a partir da transformação de células 

em qualquer ponto ao longo do eixo da célula muscular (MERLINO & HELMAN, 1999). 

Embora se acredite que essas células sejam originárias das células satélites, existe um 

debate sobre se elas podem incluir outras células tais como as precursoras embrionárias. 

Poderiam também se originar pela diferenciação de células adultas, pois seus núcleos 

podem ser estimulados a reentrarem no ciclo celular após alterações genéticas específicas 

(KELLER & CAPECCHI, 2005). Os ciclos contínuos de degeneração e regeneração, os 

quais estão associados com a ativação e proliferação das células satélites, têm sido 
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propostos como a causa do RMS espontâneo em camundongos mdx (CHAMBERLAIN, et 

al., 2007). 

 Os ciclos de regeneração e degeneração e consequentemente a ativação das células 

satélites dependem da lesão contínua da fibra muscular no camundongo mdx (HOLTERMAN 

& RUDNICKI, 2005; TIDBALL, 2005). Sabe-se que as fibras dos músculos situados no 

crânio incluindo-se as dos músculos orbitais são menos acometidas que as fibras dos 

músculos dos membros nos camundongos mdx (PORTER et al., 2003; MARQUES et al., 

2007). Neste contexto, as células satélites dos músculos craniais deveriam ser mais 

“dormentes” do que aquelas dos músculos dos membros. A regeneração muscular na terapia 

com L-arginina ocorre devido à ativação das células satélites, as quais são mediadas pelo NO 

derivado da L-arginina em camundongos mdx (BARTON, et al., 2005). Neste cenário, o 

recrutamento e a ativação das células satélites deveriam ocorrer com maior facilidade nos 

músculos dos membros e se de fato o RMS surge a partir da contínua ativação e proliferação 

daquelas células e esperar-se-ia que os músculos dos membros fossem mais susceptíveis em 

desenvolver RMS que aqueles do crânio nos animais que receberam L-arginina. 

 Em humanos, durante o desenvolvimento, o fenótipo da miosina embrionária é mais 

abundante nas fibras musculares em desenvolvimento que nas adultas, no entanto a miosina 

do tipo embrionário aumenta com a idade nos músculos craniais, tanto no homem quanto nos 

animais roedores (BUTLER-BROWNE, et al., 1988; KORFAGE et al., 2000; MONEMI, et 

al., 1996; MU et al., 2004). O NO derivado da L-arginina tem mostrado ser um importante 

regulador da expressão do gene que transforma um tipo de miosina em outro (CHIN et al., 

1998; DRENNING, et al., 2008; MEISSNER, et al., 2007). Portanto, com o decorrer do 

tempo, a quantidade de fibras musculares com fenótipo fetal ou embrionário pode aumentar 
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no grupo tratado com L-arginina em comparação com os outros grupos experimentais deste 

estudo.  

As fibras do músculo extraocular expressam as formas de miosina embrionária e fetal 

virtualmente por toda a vida (KJELLGREN et al., 2003; PEDROSA-DOMELLOF et al., 

2000). 

A cabeça e o pescoço são os locais mais comuns da origem do RMS durante a primeira 

década da vida, sendo que os músculos extraoculares são as fontes mais comuns do RMS 

(KJELLGREN, et al., 2003; PEDROSA-DOMELLOF et al., 2000; SHIELDS & SHIELDS, 

2003; WEXLER & HELMAN, 1997). A ativação das células satélites dos músculos dos 

membros de camundongos mdx foi semanalmente estimulada a ciclos de degeneração e 

regeneração durante 50 semanas e nenhum tumor foi encontrado (LUZ et al., 2002). 

Coletivamente, estes achados sugerem que o fenótipo fetal e embrionário das fibras 

musculares dos músculos craniais pode exercer um papel na patogênese do RMS mais do que 

a ativação das células em camundongos mdx tratados com L-arginina.  

 O exato mecanismo através do qual a combinação desses três fatores: 1) perda da 

distrofina, 2) administração da L-arginina e 3) fibra muscular com fenótipo embrionário ou 

fetal torna os músculos craniais mais susceptíveis ao desenvolvimento de RMSs não é objeto 

de estudo deste trabalho. Entretanto, é razoável admitir que a caveolina, um componente 

essencial da membrana das cavéolas, relacionada a diversos tipos de tumores, poderia estar 

relacionada àqueles mecanismos (GOETZ et al., 2008; ROY et al., 2008 SCHWENCKE et 

al., 2006). A caveolina-1 é expressa em fibras de músculos neonatal e fetal, mas ausente em 

fibras musculares adultas. O NO regula a expressão da caveolina-1 (SHEN et al., 2008), e 
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nas condições de nosso experimento ela pode estar acumulada, uma vez que, o nível de NO 

pode também estar aumentado em função do longo tempo em que os animais receberam L-

arginina.  

 Em conclusão, o presente trabalho demonstrou que a incidência do RMS está 

aumentada em camundongos mdx que receberam L-arginina em longo tempo. A maioria dos 

tumores foi encontrada na cabeça e pescoço. Ambas, a alta incidência (40%) e as 

localizações anatômicas dos tumores sugerem que eles possam ser modelos experimentais 

úteis para estudar a patogênese e o crescimento do RMS.  
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6. CONCLUSÃO____________________________________________________________                                 

  

 Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a administração crônica de L-

arginina não previne a evolução da FM nos camundongos mdx sugerindo que essa terapia 

farmacológica pode não ser útil para o tratamento da FM na DMD.  

 Em camundongos mdx o uso prolongado de L-arginina aumenta a predisposição do 

desenvolvimento de tumores malignos, mais precisamente do tipo rabdomiossarcoma, com 

predominância nos músculos da cabeça e do pescoço.  

 Estudos futuros são necessários para compreensão dos mecanismos de ação desse 

fármaco no coração e na suposta carcinogênese. 
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Abstract  
 

Progressive myocardial fibrosis (MF) leading cardiac failure contributes significantly to 

death in Duchenne muscular dystrophy (DMD). Nitric oxide-based therapy has been 

proposed to retard growing MF in DMD and a leading candidate is L-arginine (L-arg). 

Treatment for DMD is for all life but whether the long-term therapy with L-arginine affects 

MF is unknown. Here we examined the effects of a 15-month L-arg treatment on the 

progression of MF in mdx mice, an animal model for DMD. The MF was estimated by 

histomorphometric methods. MF was not affected (29.5 ± 2.5% of MF for control vs 31.4 

± 2% of MF for L-arg-treated; P > 0.05) although the density of inflammatory cells was 

reduced by 41% in L-arg treated mice. We conclude that long-term administration of L-arg 

failed to prevent MF in mdx mice and suggest that it may be no beneficial to treat MF in 

DMD.  

 

Keywords: L-arginine, Duchenne, mdx, myocardial fibrosis, cardiomyopathy  
 
 
 
 
INTRODUCTION  
 
 

 Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common X-linked disease, 

affecting 1 in 3,500 newborn males. It is a fatal form of muscular dystrophy caused by the 

absence of dystrophin, a protein that supports the plasma membrane in skeletal and cardiac 

muscle fibers1. One-third of DMD patients show signs of cardiac dysfunction by mid-teenage 

and virtually all DMD patients develop cardiac dysfunction by the end of their life. 
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Eventually, 10-40% of DMD patients die from cardiac failure and progressive accumulation 

of myocardial fibrosis (MF) play a role on that [2], [3], [4], and [5].  

 The mdx mice, an animal model for DMD, exhibit MF similar to that observed in 

humans6. Loss of dystrophin is accompanied by decrease of dystrophin-associated 

glycoprotein complex, which includes nitric oxide synthase (NOS). Decreased levels of nitric 

oxide (NO), secondary to decrease of NOS has been associated to cardiac involvement and 

restoration of neural NOS activity was found to limit MF in mdx mice 7.  Hence, NO-based 

therapy has been proposed to cardiac involvement in DMD and L-arginine (2-amino-5-

guanidinovaleric acid), the substrate for NOS, has emerged as a pharmacological candidate 

for that [7] and [8]   

 The effect of L-arginine therapy can be beneficial or harmful depending on the 

duration of administration [9] and [10]. Lifelong pharmacological therapy is required since there 

is no definitive cure for DMD. In this study we examined whether MF is affected by long-

term (15 months) treatment with L-arginine, in the mdx mice. 

METHODS  

 

Experimental Design  

 Experimental procedures were conducted in strict accordance with guidelines 

established by the Brazilian College of Animal Experimentation and were approved by our 

Institutional Animal Care and Use Committee. Twenty male 6 month–old mdx mice were 

used (n=20). Animals  were treated with L-arginine (Sigma, St Louis) in drinking water (8 

mg/kg/day). Control mdx mice (n=10) received water only. After 15 months of treatment, the 
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animals (L-arginine-treated and 10 controls) were deeply anesthetized with a mixture (1:1) of 

ketamine hydrochloride (Ketalar®, Parke Davies) and thiazine hydrochloride (Rompum®, 

Bayer) at a dose of 0.02 mg/kg (intraperitoneal route). The chest was opened just to the left 

of sternum and the hearts were dissected out.  

 

Tissue preparation and morphometric analysis  

 Hearts were flash frozen in cooled isopentane and mounted in Tragacanth (Sigma–

Aldrich, USA). Subsequently, 7 µm myocardial sections were obtained from the right and 

left ventricle, anterior and posterior wall, lateral wall and interventricular septum. Slides 

were stained with Masson’s trichrome or hematoxylin and eosin (H&E).  

Myocardial sections (endocardial, mid-myocardial, and epicardial) were examined 

under 400x magnification (Nikon Eclipse E400, Nikon Inc. For quantification of myocardial 

fibrosis, areas of trichrome stained sections were calculated as a percentage of the total heart 

area using the NIS-Elements (Advanced Research (USA). Under × 400 magnifications, the 

density of inflammatory cells was manually counted from 10 randomly selected areas in a 

blinded fashion based on morphology of nuclei and cell size. The investigator responsible 

was unaware of the corresponding groups for slides examined. 

  

Statistical analysis  

All values are expressed as means ± SEM. To determine significance between two 

groups, comparisons were made using the unpaired Student’s t-tests with P < 0.05 considered 

statistically significant. 
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RESULTS  

 No qualitative histological differences were found between hearts of control and L-

Arg treated mice. As identified in by Masson's trichrome hearts showed unambiguous foci of 

interstitial fibrosis distributed along endocardium, myocardium and epicardium in atrium, 

ventricular and interventricular septum (Fig.1A, B). Slices stained with hematoxilin-eosin 

showed inflammatory infiltrate formed distinct multifocal aggregates between cardiac 

myocytes which sometimes were eosinophilic with vacuolar changes disarrangement of 

striations (Fig.1 C, D).  

Figure 1: Heart sections of the mice mdx which received L-arginine for 60 weeks (B and D) and control 
animals (A and C). In A and B fibrosis areas (Masson`s trichrome staining). In C and D, inflammatory 
infiltrate areas (*) H&E staining.  
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 Quantitative analysis show that (Fig. 2, chart A) the mean area of MF in L-arg-treated 

mice was not different (p>0.05) from that of the control group, after 15 months of L-arginine 

treatment (29.5 ± 2.5% of MF for control vs 31.4 ± 2% of MF for L-arg-treated). The density 

of inflammatory cells (Fig 2, chart B) was significantly lower in L-arginine-treated mice 

compared to control (169 ±12 cells/mm2 in control vs 102±9 cells/mm2 in L-arginine-

treated). 

 

 Figure 2: Chart A: graphic representation of the cardiac fibrosis area (%) in the control mdx animals and in 
the ones which received L-arginine after 60 weeks. Chart B: graphic representation of the inflammatory cells 
density in both groups, control and L-arginine. 
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DISCUSSION  

 Previous studies had shown that MF was unchanged by 6 months treatment with L-

arginine, but the age in which mdx mice started to be treated is not mentioned 8.  In mdx mice 

MF begins to be detectable by 8 months old by histopathological analysis 6 and in this study 

mdx mice began to receive L-arg before significant histopathological signs of fibrosis are 

seen (Fig 1 A) and received L-arg during 15 months. Considering that the average life span 

of the mdx is 22 months11, the 15-month therapy period represents about 68% of its lifetime. 

No morphometric differences in MF were seen between untreated and treated-mdx mice, 

providing evidence that long-term administration of L-arg may not be effective to reduce MF 

in dystrophin-deficient hearts. This finding may be of clinical relevance since any 

pharmacological therapy in DMD is for long-time periods. 

 It is interesting to note that the density of inflammatory cells was reduced by about 

41% in hearts from L-arg treated mdx mice, which is consistent with the fact that nitric oxide 

(NO) and L-arg itself may have anti-inflammatory activities [12] and [13]. Although cardiac 

fibroblast proliferation is multifactorial in nature it is well established that inflammation 

plays a pivotal role in the development of MF 14. In transgenic mdx mice over expressing 

NOS the reduction of the inflammatory reaction corresponds with a decrease in MF and 

decreasing inflammation with glucocorticoid reduces significantly MF in mdx mice [7] and [15]. 

However, we did not observed a reduction in MF with long-term L-arg treatment and one 

possibility to explain this finding is the fact that L-arg may have pro-fibrotic actions effects 

beyond its anti-inflammatory action in hearts from mdx mice. Support for this interpretation 

comes from findings showing that the treatment with NO donor including L-arg increased 

renal and hepatic fibrosis in absence of inflammation [16] and [17]. 
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 Extracelular matrix remodeling is regulated by metalloproteinases and production of 

MF may reflect an imbalance between extracelular matrix metaloproteinases-2 and tissue 

inhibitors of matrix metalloproteinases-2 in cardiac fibroblasts [13], [18] and [19]. When cardiac 

fibroblasts are exposed to a NO donor, expression and activity of metalloproteinases-2 is 

stimulated [20] and [21] and long-term L-Arg administration can result in higher levels of NO. 

High levels of NO in the presence of reactive oxygen species may increase the oxidative 

stress through superoxide and hydrogen peroxide production, which in turn are known to 

activate matrix metalloproteinase-2 [9] [10] [13] [34] and [24] . We speculate that this mechanism 

may explain why MF was not affected, despite the inflammatory reaction had been 

significantly reduced in L-arg treated group. 

 Plasma L-arginine levels or NO expression in cardiac tissue were not evaluated in the 

present study. Thus, it could be possible that the inability of L-arg to protect against 

progression of MF was caused by an inadequate dose of L-arg, rather than its inability to 

exert an anti-fibrotic effect. The fact that the density of inflammatory cells was reduced in 

this study and that the dosage we used here showed to be effective in others experimental 

situations in mice 25 do not support this view. In addition, others studies using higher doses of 

L-arg for a shorter period of time did not observe any effects on cardiac fibrosis in non 

dystrophic and mdx mice. [8] and [26].  

 In conclusion, the current study shows that long-term administration of L-arginine 

failed to prevent myocardial fibrosis mdx mice. Because treatment is for all life and assuming 

that the pathophysiological mechanism underlying cardiac fibrosis is similar between DMD 

and mdx mice the present results do not support the use of L-arginine as a NO-based therapy 

to MF in order to retard death by cardiac failure in DMD. This view is supported by the fact 
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that no benefit has been observed by L-arginine long-term administration in others human 

cardiovascular diseases 27.  
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9. ANEXOS_______________________________________________________________ 
 
ANEXO 1: Certificado da Comissão de Ética em experimentação animal, Instituto de 

Biologia-UNICAMP 
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ANEXO 2: Confirmação da submissão para a revista Journal of Cardiac failure do trabalho 

intitulado “Long-term administration of L-arginine does not attenuate myocardial fibrosis in 

dystrophin deficient mdx mice: an histomorphometric analyses”. 
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ANEXO 3: Declaração do Comitê de Ética. 

 

 


