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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estudar a distribuicio da oOxido nitrico sinfase na junglo
neuromuscular {JNM) de camundongos normais e da linhagem mdyx usando um anticorpo especifico
contra a enzima Oxido nitrico sintase neuronal (anti-nNOS) e verificar possiveis alteracBes na
expressio desta enzima nos musculos dos camundongos distroficos da linhagem mdx. Os misculos
esternomastéide de camundongos adultos das linhagens mdy ¢ C57BL/10 foram marcados com
rodamina-c-bungarotoxina para observaggo dos receptores de acetilcolina (AChRs) e com anticorpo
primgrioc monoclonal anti-nNOS para localizagio da nNOS. A microscopia confocal de
fluorescéneia demostrou que a nNOS estava localizada no sarcolema dos misculos esqueléticos de
camundongos normais € mdx. Na JNM a nNOS foi detectada na regifo pré-sindptica, cobrindo os
bracos dos AChRs. Nos animais mdx, a expressio da nNOS estava reduzida no sarcolema e na
regido pré-siniptica. Em miusculos controles desnervados, a nNOS continuou presente na regifio
pré-sinaptica e no sarcolema. Néo foram observadas alteragies qualitativas na expressZo da enzima
nos misculos desnervados. Esses resultados mostram que a nNOS estd presente na regifo pré-
sinptica da JNM, provavelmente nas células de Schwann terminais € que a expressdo da nNOS na
INM dos animais mdx estd diminuida. A associag@o entre a nNOS e componentes juncionais, tais
como as células de Schwann terminais, pode abrir novas perspectivas nos estudos da biologia dos

musculos distréficos.

Palavras-Chave: nNOS, mdyx, juncio neuromuscular, microscopia confocal, ¢élulas de Schwann



ABSTRACT

The aim of the present investigation was to study the distribution of nitric oxide synthase at the
neurcmuscular junctiaﬁ (NMD) of mdx and normals animals by using a specific antibody against the
neuronal isoform of nitric oxide synthase (nNOS) and verify whether tNOS expression was altered
in dystrophic skeletal muscle of mdx mice. Sternomastoid muscles of adult mdx and C57BL/10
mice were labelled with rhodamin-c-bungarotoxin for acetylcholine receptors (AChRs) detection
and with anti-nNOS for iNOS observation. Fluorescence confocal microscopy demonstrated that
ANOS immunoreactivity was mainly localized at the sarcolemma of normal and dystrophin-deficient
skeletal muscles from mdx mice. At the NMJ, immunostaining was detected at the pre-synaptic
region covering AChRs. In mdx animals, nNOS expression was greatly reduced in both
sarcolemma and the pre-synaptic region. In controls denervated muscles, nNOS immunostaming
was still present at the pre-synaptic region and at the sarcolemma. No qualitative changes in nNOS
expression were observed in denervated muscles. These results show that nNOS is expressed at the
pre-synaptic region of the NMJ, probably by terminal Schwann cells and that in muscles of max
animals the junctional nNOS expression is also reduced. The association between nNOS and
neuromuscular junction components, such as terminal Schwann cells, may open new perspectives to

the better understanding of the biology of dystrophic muscles.

Key Words: nNOS, mdx, neuromuscular junction, confocal microscopy, Schwann cells
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As distrofias musculares englobam um grupo de patologias geneticamente determinadas,
caracterizadas por alteragBes degenerativas progressivas das fibras musculares estriadas esqueléticas,
cardiacas e lisas (SCHMALBRUCH, 1982). Dentre as distrofias, a mais comum ¢ mais grave € a
distrofia muscular de Duchenne (DMD). A DMD ¢ uma doenga recessiva ligada ao cromossomo X
gue acomete uma om cada 3300 crancas do sexo masculino. Os primeiros sinais da doenca
comecam a aparecer na infancia, por volia dos 2-3 anos de idade, quando a crianga comega a ter
dificuldades na marcha, culminando com a faléncia cérdio-respiratoria por volta dos 20 anos
(EMERY, 1993}.

Na DMD o principal fator responséavel pela patogénese da doenga parece ser a falta da
distrofina, um componente estrutural da membrana sarcoplasmatica de misculos normais (para
revisic veja TINSLEY et af., 1994; BLAKE ef al., 1996). Sugere-se que a auséncia da distrofina,
observada nas distrofias musculares, leva 2 uma instabilidade da membrana (MENKE & JOCKUSH,
1991), facilitando a entrada de ions calcio para a fibra muscular (TURNER ef /., 1991). O excesso
de calcio causa hipercontracio e ativaciio de proteases e fosfolipases endogenas, levando a necrose
da fibra muscular (CARPENTER & KARPATI, 1979; WELLER er al., 1990; STEDMAN ef al.,
1991; DICK & VRBOVA, 1993)

Recentemente foi sugerido que o oxido nitrico {NO), molécula mensageira gasosa que
desempenha um amplo papel na regulagio dos sistemas biolégicos (para revisdo veja SCHUMAN &
MADISON, 1994, BREDT & SNYDER, 1994), também possa estar envolvido na patogénese da
DMD (SNYDER, 1995; BRENMAN et al., 1995). Acredita-se no envolvimento do NO na DMD
pelo fato da oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), enzima responsavel pela producdo do NO nos
musculos esquléticos, ter sido encontrada ligada ao sarcolema extrajuncional através da distrofina €

proteinas 2 ela associadas, participando do complexo distrofina-glicoproteinas da membrana
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(GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999). A falta da distrofina leva a uma reducio das
proteinas a ela associadas no sarcolema de pacientes com DMD ¢ em camundongos da linhagem mdyx
(MATSUMURA et al., 1992), dentre elas a nNOS (CHANG ef al., 1996, GROZDANOVIC &
BAUMGARTEN, 1999).

Os camundongos mdx (X-linked muscular dystrophy) constituem um modelo experimental da
DMD, pois também apresentam auséncia de distrofina (HOFFMAN ef al., 1987). A mesma alteraclo
no gene que codifica a distrofina também foi identificada em outras espécies animais, como © ¢80 €0
gato (VALENTINE ef al, 1986, GASGHEN et al,, 1992).

Existem estudos na Hieratura referindo a diminuicio, ou auséncia da expressio da nNOS no
sarcolema das fibras musculares de camundongos mdx e de humanos com DMD (CHANG ef al,
1996; GROZDANOVIC er al., 1996, GROZDANOVIC & GOSRRAU, 1998, CAPANNI er ol
1998), embora existam resultados contraditorios com relagho a expressdo da enzima em pacientes
com DMD (YANG et al., 1997).

No que se refere 2 sua distribuicdo, a nNOS localiza-se no sarcolema extrajuncional, estando
também presente na regido da jungio neuromuscular (PARK ef al., 1996, GATH et al., 1996, YANG
ef al., 1997, GROZDANGOVIC & GOSRRAU, 1998). Dependendo da técnica, da espécie animal ¢
do anticorpo utilizado, a nNOS juncional tem sido encontrada nc compartimento pre-sinaptico
(OLIVER et al., 1996), nas células de Schwann terminais (DESCARRIES ef al, 1998) e no
sarcolema pos-sinaptico (KUSNER & KAMINSKI, 1996; GROZDANOVIC ez al., 1997, RIBERA
et al., 1998; GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999). Contudo, até o momento ainda niio esta
clara a localizagiio da enzima na regido juncional, bem como se a sua expressao esta diminuida nesta
regifio, em animais distroficos. Acreditamos que os dados conflitantes existentes até 0 momento

sejam devidos as técnicas utilizadas para analise, que permitem observar apenas secgles da JNM e
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ndo toda a regiio da juncio.

1.1. Objetivos

O presente trabalho teve por objetivos:

1) Esmdar a distribuicAo da nNOS na junciio neuromuscular (JNM) de camundongos
normais ¢ da linhagem mdx, através da microscopia confocal.

2) Detectar de forma qualitativa, possiveis alteragbes na expressio da enzima na regiio

juncional de musculos de animais normais desnervados e animais distréficos.
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1.2, Distrofia Muscular de Duchenne

1.2.1. Aspectos Clinicos

Baseado em suas observagdes, DUCHENNE descreveu em 1861 uma doenga apareniemente
restrita 2 criangas do sexc masculino que levava a Obito por progressiva fraqueza da musculatura
esquelética e que posteriormente recebeu o seu nome (ENGEL et al., 1994).

Sabe-se hoje que a DMD ¢ uma doenga degenerativa progressiva das fibras musculares e gue
atinge 1 em 3300 criangas do sexo masculino nascidas vivas. Em média, 1 em 3 casos ¢ resultado de
mutacdo no 6vulo da mée ou da avo da crianga.

O diagnéstico, na maioria dos casos, € feito somente no quarto ou guinto ano de vida, quando
os pais percebem que a crianga apresenta um atraso no desenvolvimento motor. As frustradas
tentativas de andar sio seguidas por freqlientes quedas. O quadro clinico é caracterizado pelo
aumento do volume das panturrilhas e por um andar cauteloso, devido & fraqueza muscular
progressiva. A0S 12 anos, fregiientemente a crianga ndo consegue mais andar. A fraqueza inicia-se
nos musculos proximais, estendendo-se at€ os musculos mais distais. Nas fases terminais restam
apenas movimentos dos dedos, da lingua e dos musculos da respiracio. Em torno de 20 anos o

paciente vai a Obito por broncopneumonia e/ou faléncia cardiaca (ENGEL ez al., 1994).

1.2.2. Patogénese

Por muitos anos acreditou-se que a patogénese da doenga era devida a um comprometimento

dos vasos sangiiineos intramusculares. Em um tergo dos casos, a doenca era atribuida a alteragles
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cognitivas. O primeiro indicic sobre o mecanismo da patogénese da doenca foi encontrado com
estudos que usaram microscopia eletrdnica, os quais observaram pequenas descontinuidades no
sarcolema da fibra muscular distréfica (MORKI & ENGEL, 1975). Sugeriu-se que atraves desses
espacos na membrana havia um maior influxo de Ca"™ na fibra muscular, com subsequente ativagdo
de proteases e fosfolipases que degeneram a fibra muscular (ENGEL ef o, 1994).

A DMD comecou a ser melhor entendida quando concluiu-se que o gene para essa patologia
deveria ser recessivo e ligado an cromossomo X, pois a distrofia s¢ afetava homens. Hoje € sabido
que a anormalidade genética esté localizada no brago curto do cromossomo X (locus Xp21). Este
gene ¢ atualmente o maior j& descoberto, medindo aproximadamente 2.4 megabases de DNA, ou
seja, cerca de 1% do total do cromossomo X. O gene apresenta 2.10° pares de bases & 79 exous,
codificando a proteina chamada distrofina. Devido ao tamanho e complexidade do gene, ¢ elevada a
taxa de mutagdo, delegBes ou duplicagdes (TINSLEY ef a/, 1994). Isto resulta na leitura errada
e/ou parada prematura da tramscrigdo génica e codificagio anormal da proteina, produzindo
geralmente uma proteina instavel ¢ facilmente degradada por proteases endogenas (SEIXAS ef al,
1997).

Uma vez que a doenca afeta somente os musculos (DUBOWITZ & CROME, 1969,
TOMLINSON ef ai., 1974), nfio é sabido até o momento se ha envolvimento nervoso. Descobertas
recentes t8m sugerido que proteinas possivelmente envolvidas na patogénese das distrofias, como a
aNOS, tém regulagdio nervosa (GROZDANOVIC & GOSSRAU, 1998). Acredita-se que a nNOS
possa participar da modulagio fisiologica da liberagdo de acetilcolina e, em analogia com o sistemna
nervoso central, o NO produzido pela nNOS pode estar envolvido no desenvolvimento e regeneragao

da junggio neuromuscular (RIBERA ef al., 1998).
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1.3 Distrofina

A distrofina é uma proteina de massa molecular relativa de 427 kDa, presente em musculos
normais, mas deficiente em musculos distréficos (ENGEL ef af, 1994). A molécula consiste de uma
longa cadeia de 120 nm de comprimento, formada por uma tripla hélice de 2700 aminocédcidos
(McCOMAS, 1996).

Inicialmente ndo era clara a localizacio da distrofina na fibra muscular. Os primeiros estudos
de imunclocalizaco da distrofina em musculos esqueléticos mostraram que ela estava localizada no
sarcolema (ARAHATA et al, 1988, BONILLA ef al, 1988, ZUBRZYCKA-GRAARN, 1985
SAMIT & BONILLA, 1990). Imunoeletromicroscopia e estudos com criofratura também indicavam
a presenga da distrofina no sarcolema (WATKINS ef al., 1988, CARPENTER ef al, 1990,
CULLEN et al., 1990; BYERS ez ai, 1991, CULLEN ef al,, 1991; SQUARZONI ef al, 1992;
WAKAYAMA ef al., 1993). Atualmente sabe-se que a molécula encontra-se principalmente na face
citoplasmatica do sarcolema, fazendo parte do citoesqueleto subsarcolemal, ligada aos miofilamentos
da fibra muscular e a um complexo de glicoproteinas da membrana (Fig. 1A). O complexo
distrofina-glicoproteinas esté organizado em distroglicanas, sarcoglicanas e complexo sintrofina
(GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999).

Estudos subsegiientes mostraram a presenca da distrofina na jungdo neuromuscular (JNM)
(Fig. 1B) de mamiferos e na membrana pos-sindptica da eletroplaca do Torpedo marmoraia

(JASMIN et al., 1990; YEADON et al., 1991; para revisio veja BERTHIER & BLAINEAU, 1597).



Ehcirg il tiisteie] S

Matriz
Extra%eéuéar

Complexo de
Sarcoglicanas

Sintrofinas”

_~_~_~— - - =
F%iameﬁms_ée . Distrofing

Actina

e ’ R

=  [Mstroglicanas

. % ! Filamentos de
Distrofina ¥ Actina

Figura 1. Organizagio molecular do complexo distrofina glicoproteinas no sarcolema extrgjur}cional
{Fig. 1A) e na jungdo neuromuscular (Fig. 1B). CT: Dominio carboxi terminal, CR: Dominio rico em
cisteina, N: Dominio amino terminal. Adaptado de Sunada & Campbell, Curr. Op. Neurology, 8,
p.379-384, 1995.
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Diferentemente dos musculos esqueléticos que s6 expressam a distrofina de 427 kDa, o SNC
expressa outros tipos de distrofina, localizados na densidade pés-sinaptica. Esses tipos de distrofina
s3o varantes codificadas pela parte 3” do gene da distrofina, geradas por ligacBes alternativas € pelo
uso de diferentes promotores internos. A densidade pés-sindptica ¢ uma regifio densa do
citcesqueleto submembranoso, encontrada nas membranas pés-sindpticas do SNC.

Os produtos do gene da distrofina, chamados Dps, s8o distrofinas de menor massa molecular,
sendo atualmente conhecidas as Dp40, Dp71, Dpl16, Dpl40 ¢ Dp260 (RIVIER ef al, 1996; De
STEFANO ef al., 1997, RIVIER er al., 1957). As distrofinas curtas perdem o dominio N-terminal
que se liga & actina e & majoria da cadeia longa da distrofina, mas conserva o dominio rico em cisteina
e o dominic C-termminal da distrofina. Esses dois dominics conservados interagem com o complexo
de proteinas associado & distrofina, formando uma ligacio entre o citoesqueleto € a matriz
extracelular. As distroglicanas s&o o centro desta ligacdo, as B-distroglicanas ligam o dominio rico
em cisteina da distrofina as glicoproteinas subsarcolemais e a o-distroglicana se liga 4 laminina.
Estudos tém identificado os tipos de distrofina no SNC de diferentes espécies. A distrofina de 427
kDa e Dp116 foi observada nas células de Schwann perineuronais de nervos periféricos e a Dp71 nos
axbnios de Torpedo marmorata (RIVIER et al., 1997). As Dpl16 e 140 foram encontradas nas SCs
perineuronais do ganglio cervical superior de camundongos, associadas & membrana plasmatica na
PSD e 4 organelas citoplasmaticas, como o reticulo endoplasmatico (De STEFANO et al., 1997).

A distrofina presente nos misculos esquelético, cardiaco e liso, bem como a encontrada em
regides do cérebro como o hipocampo e corpo amigdalodide, sdo similares, diferindo apenas em
ligagbes do dominio amino terminal, o que sugere uma explicacdo para a deficiéncia mental

observada em 30 % dos pacientes com DMD (HOFFMAN er al., 1987, ENGEL et al., 1994}
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A expressdo da distrofina € regulada durante a miogénese. No musculo esquelético ela €
primeiro detectada no citoplasma dos miotabulos embriondrios. Subseqientemente, durante o
desenvolvimento fetal, a expressdo da distrofina sumenta e a proteina adquire a localizagdo no
sarcolema (WESSELS ef o/, 1991; CLERK er al | 1992).

Em vista da sua localizaglic e constituicio, a distrofina ¢ considerada uma proteina do
citoesqueleto muscular, funcionando como ligachio entre o aparato contratil e o sarcolema
(TINSLEY, et al., 1994), estabilizando e prevenindo formag3o de falhas no sarcolema durante os

ciclos de contrag@o ¢ relaxamento muscular, mantendo assim a integridade das fibras musculares

{GRAMOLINI & JASMIN, 1998),

1.4. Modelos Experimentais

Camundongos mdx (X chromosome-linked muscular dystrophy)} sdo utilizados como um
modelo experimental da DMD, pois também apresentam auséncia de distrofina (HOFFMAN e al_,
1987, STEDMAN ef al, 1991; PARTRIDGE, 1991). Tal como observado na DMD, os
camundongos da linhagem mdyx apresentam uma miopatia degenerativa hereditria ligada ao
cromossomo X, com altos niveis séricos de piruvato kinase (PK; EC 2.7.1.40) e de creatina kinase
(CK; EC 2.7.3.2) (BULFIELD et al, 1984). Entretanto, a miopatia do mdy contrasta com a doenga
humana, pois machos ¢ fémeas sio afetados (TORRES & DUCHEN, 1987} e seus musculos
regeneram sucessivamente apos um periodo de necrose, ndo havendo substituicdo do tecido muscular
por tecido adiposo. Na distrofia humana ha uma degeneragio progressiva das fibras musculares

(CHANG er al,, 1996), porém é comum encontrar pequenos grupos de fibras em regeneracio perto
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das areas necréticas (ENGEL ef al | 1994).

Apds 18 meses de idade, a patologia do mdx apresenta-se progressiva e com sinais clinicos da
distrofia humana, ou seja, degeneragio progressiva, distirbios locomotores, deposicio de tecido
adiposo e diminuigdo da sobrevida. Entretanto, o musculo diafragma do mdx comeca a apresentar
degeneracio e fibrose semelhante aos mtisculos de pacientes com DMD mais cedo, em torno de 30
dias de idade (STEDMAN ef g/, 1991; LEFAUCHEUR ef al, 1995, SEIXAS ef o, 1997
ANDERSON ef al., 1998).

Além dos camundongos mdx existem dois outros modelos animsis com deficiéncia de
distrofina: a distrofia muscular ligada ao cromossomo X canina e 2 felina (VALENTINE ef af., 1986;
GASGHEN ef o, 1992). No ciio a doenga parece ser mais severa, com inicic e evolugdo mais
rapida que a distrofia humana (PASTERNAK ef af, 1995). Em camundongos ¢ gatos a fibrose do
tecido muscular € moderada e o processo de regeneragdo ¢ maior. No gato, apesar do processo de
fibrose ser mais brando, ele desenvolve hipertrofia muscular exagerada com evolucio fatal
(GASGHEN ef al., 1992). Em certas aves, como a galinha, ¢ pato e o peru, e alguns mamiferos, tais
como a marta, ¢ hamster e o carneiro, a distrofia muscular tem caracteristica autossdmica recessiva,
nio estando relacionada 2 deficiéncia de distrofina (SEIXAS et al., 1997).

O conhecimento de outras espécies, além da humana, que apresentem deficiéncia de distrofina
é importante para analise comparativa das conseqiiéncias patologicas originadas pela auséncia do
complexo distrofina-glicoproteinas. Isto auxilia na compreensio do porque a falta de distrofing e das
proteinas associadas, leva a uma doenga devastadora no homem e no cachorro e uma doenca

relativamente suave no camundongo e no gato.
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1.5, Oxido Nitrice

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre gasoso que durante muitos anos, foi conhecido apenas
como constituinie da fumaca liberada pelos carros, estando associado & destruicBo da camada de
ozdnio (HOLSCHER, 1997). Onginalmente os efeitos bioldgicos do NO foram descritos na inibigio
da contragio da musculatura lisa vascular (para revisio veja NATHAN, 1992). No sistema nervoso
central (SNC), o NO foi identificado inicialmente nos neurdnios do cerebelo e posteriormente, como
mensageiro neuronal das sinapses do SNC. A maioria das acdes do NO sio mediadas através da
estimulagio da goanilil ciclase que cataliza a conversfio de guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfato ciclico (GMP¢) (CHAO ef af., 1997). Muitos estudos mostram o NO presente no
hipocampo, envolvido nos fendmenos de aprendizade e memoéria, ou seja, na plasticidade sinaptica
(para revisdo veja SCHUMAN & MADISON, 1994).

As funges e os 6rglos alvo do NO nlo sdo ainda completamente esclarecidos. Sabe-se que
ele desempenha diferentes papéis em virios sistemas, incluindo o sistema imune, através de acdes
citotoxicas ¢ bactericidas dos macréfagos (MARLETTA ef al, 1989) e no sistema cardiovascular,
regulando a press8o arterial através do relaxamento dos vasos sangiiineos. No sistema nervoso
autdnomo foi encontrado nos neurénios do plexo mioentérico participando das respostas fisiologicas
do esdfago, estdmago, duodeno e corpos cavernosos do pénis (NATHAN, 1992). Além disso, o NO
tem sido relacicnado a diversos estados patolégicos, como o choque séptico, hipertensiio, acidentes
vasculares cerebrais e doengas neurodegenerativas {para revisio veja BREDT & SNYDER, 1994).

Nos miisculos estriados esqueléticos, a produgio do NO esta envolvida no desenvolvimento
do musculo normal, agindo como molécula mensageira para fusio dos mioblastos (LEE ef al., 1994)

e na patofisiologia da degeneragfio muscular em algumas doencas (TEWS ez al., 1997), além de
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outros efeitos, tais como modulagio da forca de contragio, da funcio mitocondrial e limitacio do
consumo de oxigénic (GATH er 4/, 1996).

Como o NOU € um gas, nfio pode ser estocado ou inativado apds sua liberacio por
mecanismos regulatdrios convencionais (BREDT & SNYDER, 1994). Por isso, a maioria das
pesquisas procuram identificar a éxido nitrico sintase (NOS), enzima que catalisa a formacio do NO,

sendo entfo uma evidéncia de que o NO esté sendo produzido (KUSNER & KAMINSKI, 1996).

1.6. Ozide Nitrico Sintase

O NO ¢ formado no meio intracelular pela acio da éxido nitrico sintase {(NOS, EC
1.14.13.39), enzima que cataliza a oxidagio do grupo guanidina da L-arginina, num processo que
consome cinco elétrons, resultando na formagfio de citrulina e NO, de forma Ca™/calmodulina
dependente (SCHUMAN & MADISON, 1994).

Diversos tipos de NOS foram identificadas nos macrofagos, neutréfilos, hepatocitos, células
da glia (SCHUMAN & MADISON, 1994), nos misculos estriados esqueléticos (KOBZIK ef al.,
1994) e na juncdo neuromuscular (GATH ez al., 1996, RIBERA ef al., 1998). Trés tipos principais
de NOS tém sido mais estudadas, a tipo endotelial (eNOS ou tipo III), chamada de constitutiva,
originalmente descoberta nas células endoteliais, a tipo neuronal (nNOS, BNOS ou tipo I),
originalmente descoberta nos neurdnios e também considerada constitutiva e a macrofagica (tipo IT)
ou induzivel, originalmente descoberta nos macréfagos (BREDT & SNYDER, 1994; GROSS &

WOLIN, 1995).
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Os trés tipos de NOS foram encontrados nos miiscules estriados esqueléticos da maioria dos
mamiferos (FORSTERMANN er al 1998). A nNOS esta presente no sarcolema das fibras
musculares (GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999), entretanto discute-se a localizac8o da
enzima na jungo neuromuscular. A eNOS foi encontrada no sarcoplasma e mitocéndrias das fibras
musculares de ratos, sendo sugerido que o NO produzido por ela provoca reducio da taxa de
liberagiio de calcio ¢ diminuigdo da forga contratil, como na musculatura vascular (KOBZIK ef al.,
1994, TEWS et al., 1997). Uma pequena quantidade de INOS foi encontrada nos musculos
esqueleticos de humanos (PARK ef al., 1996} e no sarcolema pos-sinaptico da JNM de humanos e
ratos (YANG er al., 1997}, mas a sua sintese pode ter sido induzida por citoguinas, inflamagBes e

outros processos patoldgicos (WILLIANS er ol 1994; YANG, et al., 1997).

1.7. Oxido Nitrico Sintase Neuronal

A expresséo da oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) foi identificada inicialmente nos corpos
celulares dos neurbnios (BREDT & SNYDER, 1994} e posteriormente também em outros tipos
celulares, tais como células epiteliais, células da macula densa e fibras musculares (CHAQ ef ol
1997).  Atualmente acredita-se que os musculos esqueléticos sfo quantitativamente a mais
importante fonte de nNOS (GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999).

O NO ¢ produzido nos musculos estriados esqueléticos pela nNOS e por um subtipo de
nNOS chamada nNOSy, a qual exibe uma atividade catalitica similar a2 nNOS. A nNOSu foi
identificada somente nos masculos esquelftico e cardiaco, ¢ sua expressio & induzida

coincidentemente com a fusdo dos miotibulos em cultura de células (SILVAGNO eral., 1996).
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Nas fibras musculares, a nNOS ¢ expressa no sarcolema, interagindo com um complexo de
proteinas associadas 2 distrofina, mais especificamente ligada a al—sintrofina através de interagBes
do tipo PDZ (GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999). O termo PDZ deriva das trés proteinas
onde esses dominios foram inicialmente identificados: proteina 95 da densidade pés-sinaptica (PSD-
95}, proteina do disco largo da jungio septada de Drosophila (Dig) e a proteina 1 da zona ocludens
(Z0-1) das jungOes tipo “tight” do tecido epitelial (CHO ef al., 1992). Interagdes tipo PDZ sic
dominios onde ocorrem ligagBes especificas entre moléculas envolvidas em vias de transmissio de
sinais, funcionando come um moédulo de reconhecimento de proteinas nos sitios de comunicagio
célula-célula, como nas jungdes sindpticas (HILLIER ef al., 1999). O dominio PDZ da al-sintrofina
se¢ liga a0 dominio PDZ contido na regifio N-terminal da nNOS, ligando a enzima ao sarcolema.

O complexo distrofina-glicoproteinas também é encontrado no compartimento pos-singptico
da JNM (BERTHIER & BLAINEAU, 1997), entretanto ha controvérsias com relagéo a presenca da
nNOS no compartimento pré-sindptico. Alguns autores acreditam que em musculos distréficos a
nNOS seja deslocada para o citoplasma, sugerindo que essa alteraciio na localizacio da enzima
promova a interagio do NO com superdxidos, contribuindo para necrose da fibra muscular
(GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999).

A localizagdo da nNOS tem variado dependendo da espécie estudada, das técnicas de
processamento dos tecidos e da forma de andlise. Assim, por exemplo, a enzima foi observada
exclusivamente no sarcolema das fibras musculares do tipo I (KOBZIK e af., 1994), igualmente no
sarcolema das fibras do tipo 1 ¢ Il (GROZDANOVIC ef al., 1995; GROZDANOVIC 7 af 1996),
no sarcolema e citoplasma das fibras do tipo T e IL com predominic nas fibras do tipo I

(FRANDSEN ez al,, 1996). Entretanto, estudos recentes indicam que o aumento da atividade da
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nNOS e o fenotipo da fibra muscular ndo estfio funcionalmente relacionados (GROZDANOVIC &
BAUMGARTEN, 1999).

Na jungfo neuromuscular, também ndo esté claro se a enzima € expressa no terminal nervoso
(OLIVER ef al., 1996; RIBERA er al,, 1998), nas células de Schwann terminais (DESCARRIES er
al., 1998) ou no compartimento pés-sinaptico (KUSNER & KAMINSKI, 1996; GROZDANOVIC ef
al., 1997, YANG, ef al, 1997, GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999). Em misculos
desnervados, as ditvidas permanecem, pois ha relatos do aumento da expressio da enzima (RIBERA
ef al., 1998) e diminuicfo da expresséo da nNOS apos desnervagiio (OLIVER ef ol , 1996).

O actumulo da nNOS nos sitios sindpticos juncionais, da mesma forma que no SNC, sugere
um papel do NO na transmisséo neuromuscular. Entretanto nfio ha dados até o momento sobre os
mecanismos que regulam a atividade da nNOS na JNM. Sabe-se que a nNOS ¢é uma enzima
Ca™"/calmodulina dependente ¢ que provavelmente o influxo de ions Ca™ seja mais um fator na
cascata de eventos que levam ao aumento da nNOS (GROZDANOVIC & GROSSRALU, 1998).
Alguns autores vém sugerindo uma sequéncia de eventos analoga ao do SNC para producio do NO
na junciio neuromuscular, onde o NO poderia servir como um mensageiro retrégrado, provavelmente
com agdo mediada pelo GMPe, podendo estar envolvido na eliminacio da polinervaciio das fibras
musculares durante o desenvolvimento (GROZDANOVIC & GOSSRAU, 1998; GROZDANOQVIC
& BAUMGARTEN, 1999).

Os musculos esqueléticos sio a maior fonte de nNOS ne organismo humano. O fato dela
estar ausente no sarcolema de pacientes com distrofia muscular de Duchenne & um aspecto clinico
importante que leva ao estudo desta enzima, pois sugere que a nNOS possa estar envolvida na
patogénese molecular desta doenca (GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999). Entretanto, nfo

¢ sabido se a nNOS esta envolvida na patogénese atuando como uma enzima que sintetiza NQ ou
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como uma proteina estrutural da membrana, parte do complexo estrutural do complexo-distrofina-

glicoproteinas.

1.8. Juncio MNewromuscular

1.8.1. Morfologia e Organizacdo Ultraestrutural da Jungdo Adulta

A estrutura, funcio e organizacic da junclio neuromuscular (JNM) dos vertebrados t8m sido
extensamente discutidas na literatura desde 1840 (SALPETER, 1987). Entretanto, os estudos
modernos da organizagdo ultraestrutural e molecular tiveram inicic h4 aproximadamente 40 anos
(para revisdo veja PALADE & PALAY, 1954; ANDERSON-CEDERGREEN, 1959, COUTEAUX,
1973; SHOTTON ef al., 1979, CARTAUD ef al,, 1981). O conhecimento da morfologia e funcdo
da jun¢io neuromuscular tem aumentade, juntamente com o aprimoramento ¢ aguisicic de novas
técnicas para a sua observagio e analise.

Descreve-se na jungdio neuromuscular dos vertebrados um compartimento pré-sinaptico, um
compartimento pos-sinaptico e entre os compartimentos pré e pds-sindpticos um compartimento
extracelular. O compartimento pods-sinaptico € constituido pelas dobras da membrana da fibra

muscular e pelo sarcoplasma subjacente 3 essa regifio, chamado de sarcoplasma pos-juncional. .



Introducdo ig

1.8.2. Compartimenio Pré-Sindptico e Estruturas Associadas

Os misculos esqueléticos sfo inervados por axOmios de motoneurdmios, cujos corpos
celulares estio na colupa anterior da medula espinhal. Apds a formaciio dos plexos nervosos, os
axGmios se dirigem aos musculos, nos quais penetram pelo hilo neurovascular. A seguir, dividem-se
em numercsos feixes intramusculares que caminham entre as fibras musculares. Os axdnios motores
abandonam o feixe nervoso intramuscular passando a se chamar axdnios pré-terminais. Préximo do
contato com a fibra muscular os axdnios pré-terminais perdem sua bainha de mielina e sofrem finas
arborizagbes com as terminagdes levemente dilatadas, chamadas de botdes terminais ou terminais
nervosos. (s terminais nervosos acomodam-se em depressdes na superficie das fibras musculares
denominadas fendas sinapticas primarias e s3o cobertos por prolongamentos citoplasméticos das
células de Schwann (para revisio veja BOWDEN & DUCHEN, 1976; PETERS et al., 1976).

A estrutura do terminal reflete sua func@o de estocagem e liberagdo de neurotransmissor, pois
¢ preenchido por 300.000 ou mais vesiculas sinapticas. Estas vesiculas medem em torno de 50 nm e
cada wvesicula contém cerca de 1000 a 50.000 moléculas do neurotransmissor acetilcolina
(ACh)Y(WEINER & TAYILOR, 1985). Muitas vesiculas estdo agrupadas proximas de placas densas
na superficie interna da membrana pré-sinaptica. Essas placas, chamadas de zonas ativas, sdo os
locais onde as vesiculas se fundem com a membrana pré-sinaptica para liberar o neurotransniissor.
As membranas das vesiculas sdo reabsorvidas pela superficie pré-siniptica, para formagio de novas
vesiculas (HEUSER & REESE, 1981). No terminal também sfo encontradas, em menor nimero,
vesiculas elétron-densas que contém neuropeptideos, tal como o peptidec relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) (MATTEOLI ef @/, 1990). O terminal nervoso também possui numerosas

mitocondrias para suprir a energia necessaria para sintese, estocager e liberagéo de transmissores.
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Em contraste com ¢ terminal nervoso, o ax0nio pré-terminal nfio apresenta zonas ativas,
contém poucas vesiculas ¢ mitoc8ndrias, sendo preenchido por filamentos do citoesqueleto (HALL &
SANES, 1993).

As células de Schwann (8Cs) da INM sio especializadas, denominadas de células de Schwann
terminais. As células de Schwann pré-terminais formam z bainha de mielina nos axfnios e as
terminais recobrem 03 terminais nervosos, protegendo o terminal de lesSes quimicas e mecanicas.
Trés evidéncias sugerem que as SCs terminais podem desempenhar outros papéis além de protecio
da JNM. Primeiro, apos lesfo axonal elas emitem prolongamentos citoplasméticos e fagocitam os
restos dos terminais degenerados e participam da remodelagiio axonal (REYNOLDS & WOOLF,
1992). Segundo, exibem transporte de calcio em resposta a despolarizacBes no axdnio, evidenciando
que sdo sensiveis a sinais elétricos (JAHRONI ef af,, 1992; REIST & SMITH, 1992). E também
adquirem a habilidade de sintetizar e secretar ACh ap6s desnervagio e sdo capazes de transmitir

sinais elétricos ao musculo (BIRKS ez al., 1960; BROCKES ef al., 1984).

1.8.3. Compartimento Pés-Sindptico

O compartimento pds-sinaptico € composto pelo sarcolema imediatamente abaixo do terminal
nervoso. { sarcolema poés-sinaptico € pregueado, contendo as dobras juncionais. As dobras
juncionais tém cerca de 1 um de profundidade e o espago contide dentro das dobras é chamado de
fenda sindptica secundaria. Abaixo da membrana pos-sindptica hé um aglomerado de nicleos

denominados nucleos subsindpticos, que sfo morfologicamente diferentes dos ndo sinapticos e
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contém genes que transcrevem proteinas da membrana sinéptica (para revisdo veja HALL & SANES,
1993).

As aberturas das dobras juncionais estio alinhadas com as zonas stivas do compartimento
pré-sinaptico. Existem duas regifes diferentes na dobra juncional: o 4pice, onde os AChRs estio
agrupados em uma densidade de aproximadamente 10%um’® ¢ o fundo das dobras, onde estio os
canais de sédio responsaveis pela geragdio do potencial de agfio (HALL & SANES, 1993). Os
AChRs sdo pentdmeros dispostos em torno de canais ibnicos que se abrem quando a ACh liga-se 2
eles, sendo responsaveis pela recepclio e transdugio de sinais quimicos (para revisio veja UNWIN,
1993). Os AChRs ¢ canais de sodio sfio ancorados por proteinas do citoesqueleto gue podem ter
fungbes regulatérias ¢ de suporte, como a F-actina, que esta ligada 4 distrofina. No topo das dobras
juncionais também existem outras proteinas que servem de ligagdo entre o sarcolema & ©
citoesqueleto da fibra, mantendo a estrutura das dobras juncionais. Entre elas esta a distrofina e
proteinas relacionadas, que ligam-se ao complexo de proteinas transmembrinicas e unem o
citoesqueleto abaixc do sarcolema & membrana basal (OHLENDIECK ez al., 1991; MAN et al,
1991, BEWICK ef ol , 1992).

Sio descritos varios complexos de proteinas ligados ao citoesqueleto da INM, que parecem
estar envolvidos no seu desenvolvimento e organizagio funcional. Muitas dessas proteinas estio
localizadas no sarcolema pds-singptico. Dentre elas estSic os canais de sédio voltagem-sensiveis, B-
integrina, utrofina, desmina, espectrina, actina, entre outras, como a molécula neuronal de adesio
celular (NCAM), exclusivamente encontrada na JNM adulta, exceto na regeneracio muscular
(RIEGER et al., 1985, COVAULT & SANES, 1986; KNUDSEN, 1990) e indutor de atividade do
receptor de acetilcolina (ARIA), que € um fator neuronal envolvide ne actmulo especifico de AChRs

na JINM (DUCLERC & CHANGEUX, 1995; GRINNEL, 1995),



Introdugdo 21

Como a JNM compreende uma pequena fragio da fibra muscular, progressos na identificacio
dos componentes € novas moléculas dependem de avancos nas téenicas como a imunocitoquimica, o
isolamento e clonagem de proteinas, juntamente com ¢ aprimoramento da microscopia Optica e

eletrfnica.

1.8.4. Compartimenio Extra-Celular

O espago estreito espago de cerca de 70 nm compreendido entre o terminal nervoso e o
sarcolerna pos-sinaptico ¢ chamado fenda sindptica primaria. A membrana basal estd contida nesta
fenda, estendendo-se para dentro das dobras juncionais nas fendas sindpticas secundarias. Em
eletromicrografias, a membrana basal aparece como uma estrutura difusa com 10 a 15 pum de
espessura. Finos processos conectam o terminal nervoso e a fibra muscular. A membrana basal é
continua com a membrana basal da fibra muscular e se funde com 2 membrana basal da SC terminal
(HALL & SANES 1993).

Embora a membrana basal sinaptica seja indistingiiivel morfologicamente da extrasiniptica, a
sinaptica ¢ bioquimicamente especializada, pois contém proteinas distintas (SANES, 1995;
CARBONETTO & LINDENBAUM, 1995), tais como a agrina, que desempenha papel na agregacdo
dos AChRs (HOCH ef ai., 1994), a acetilcolinesterase que inativa ¢ neurotransmissor € outfas como

a S-laminina, ARIA, colagenases III ¢ IV, heparan sulfato e o fator de crescimento de fibroblastos

(HALL & SANES, 1993).
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1.8.5. Alteracbes Morfofuncionais na Jungéo Neuromusculor do Camundongo mdbx

O desenvolvimento das jungles neuromusculares dos camundongos distroficos mde é
semelhante ao do amimal normal. As principais anormalidades da TNM dos mdx referem-se 2 uma
diminuigio da complexidade da membrana pos-sinaptica da fibra muscular, tornando-se mais evidente
com a idade (TORRES & DUCHEN, 1987).

A arquitetura do terminal nervoso € diferente no mdx. Fregiientemente o terminal aparece
mais complexo, com um grande aumento no mimerc de botdes terminais (LYONS & SLATER
1991). Contudo, aparentemente possul quantidades normais de mitocdndrias e vesiculas sindpticas
{TORRES & DUCHEN, 1987).

As alteragdes no terminal parecem ocorrer paralelamente 4 diminuigdo da complexidade da
membrana pos-sinaptica, onde observam-se as principais alteracdes estruturais da JNM do mdx.
Quando o animal tem cerca de 4-6 semanas de vida, comeca a ser percebida uma reducio no niimero
e profundidade das fendas sindpticas secundarias (TORRES & DUCHEN, 1987) e uma redistribuicio
similar acontece com 0s AChRs ¢ com a AChE. Os ACHRs tendem a se apresentar em pequenos
aglomerados com poucos ums de didmetro, diferentemente da distribuicic em bragos continuos
observada em jungBes normais. Essa redistribui¢ic das moléculas pos-sindpticas é observada
somente em fibras musculares com nicleo central. Possivelmente as alteragdes pos-sinapticas so
reflexo da lesdio recorrente na regiio da JNM, devido aos repetidos ciclos de necrose seguido de
regeneracio (LYONS & SLATER, 1991).

Apesar das anormalidades morfoldgicas, as propriedades fisiolégicas da jungio ndo
apresentam diferencas significativas em relacfo a camundongos normais. A resposta pos-sinaptica 2

liberacio de uma Unica vesicula sinaptica, chamada potencial de placa terminal em miniatura (PPTM)
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¢ normal no mdx. A quantidade de vesiculas necessarias para gerar um potencial de placa motora, 2
amplitude, a freqiiéncia, o decurso temporal do PPTM ¢ o nimero de AChRs na membrana pés-
sindptica no camundongo mdy também ndo diferem dos normais. Esses resultados indicam que a
agtividade do termunal nervoso e da membrana pds-sindptica permanecem normais (LYONS &

SLATER, 1991). As alteracdes na regifio juncional de pacientes com DMD sfo similares ao do mdx

(ENGEL erdi., 1994).



2. MATERIAIS E METODOS
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2.1, Animais

Foram utilizados camundongos adultos de 3 a2 5 meses de idade de ambos os sexos da
linhagem mdx, adquindos no Biotéroc do Departamento de Imunologia, ICB, USP. Os
camundongos controle pertenciam & linhagem CS57BL/10, adquiridos no Biotérc Central da
UNICAMP, os guais sdo heterozigotos para o gene gue desencadeia 2 distrofia muscular e gue
deram origem a linhagem mdx (BULFIELD, ef o/, 1984). Todos os animais foram mantidos no
Biotério do Departamento de Anatomia, IB, UNICAMP em caixas plasticas padriio, com condigdes

ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) com ragio e agua ad librum.

2.2, Obtencéic dos Masculos

2.2.1. Procedimentos Cirtrgicos

Apés pesagem e anestesia com hidrato de cloral 10 % intra-peritoneal na dosagem de 0.2 ml/
20g de peso corporal, os animais eram perfundidos via cardiaca com 20 ml de tampéo fosfato (PBS;
14 g de fosfato de sodio monobasico, 4,3 g de fosfato de potassio bibasico anidro e 72 g de cloreto
de sodio em 1 litro de agua destilada, pH 7.5), seguida por 20 mi de fixador paraformaldeido 4 %
em PBS. A seguir, a pele da regifio ventral do pescogo era aberta por uma incisio longitudinal na
linha mediana, desde ¢ apice da mandibula até a incisura esternal. As glandulas submandibulares
eram entdo visualizadas e rebatidas lateralmente ¢ os musculos esternomastoide {STNs) de ambos os

lados expostos (Fig. 2).
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Figura 2. Vista da face ventral do pescogo de camundongo. Ubserva-se a gidndula submandibular
esquerda ndo rebatida {*) e muscule esternomastoide direito (seta) exposto.

Apos fixagio im situ com paraformaldeido 4 % por 15 minutos, os musculos STNs eram
iavados com PBS, retirados cuidadosamente e presos pelas extremidades proximal e distal com
alfinetes entomoldgicos em cubas contendo Sylgard, em PBS, A seguir procedia-se a marcacio da

nNOS e dos receptores de acetilcolina {AChRs).

2.3. Imunomarcacio

2.3.1. Marcagdo da nNOS e AChRs

Os musculos foram incubados com glicina 0.1 M por 20 minutos em agitador orbital (Fanem

255-B), 4 temperatura ambiente, para inativaco do fixador. A seguir, os musculos foram incubados
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com colagenase tipo I (Sigma C-0130, 1 mg/m!) por 10 minufos em agitador, & temperatura
ambiente, para que © tecido conjuntivo que restava preso ac musculo se soltasse. Apés serem
lavados com PBS, os misculos foram incubados por 30 minutos em agitador, & temperatura
ambiente, com o-bungarotoxina comugada 3 rodamina (Rh-BTx, Molecular Probes T-1173,
1 pl:100 ul em PBS), para marcagio dos AChRs. Apds varias lavagens com PBS, os musculos
foram incubados com Trton X-100 1 % (Sigma T-9284) durante 1 hora em agitador, para
permeabilizagio do tecido. A seguir, os musculos ficaram de 4 a 6 horas em solucdo blogueadora
(125 ul de Triton X-100, 1 ml de Soro Albumina Bovina (Sigma P-0834), diluidos em 23.8 ml de
PES) no agitador, com objetivo de bloguear ligacSes inespecificas do anticorpo primério. Os
misculos foram ent@o incubados por 12 horas com anticorpo primario anti-nNGS, monoclonal anti-
nitric oxide synthase—Brain (Sigma N-2280; 1ul:106 ul em solugio bloqueadora), a 4°C. Apds 7-8
lavagens sucessivas com PBS (20 mi} durante 30 minutos, era colocado o anticorpo secundario,
anti-mouse-IgG-FITC (Sigma F-0257, 1 ul:100 ul em solucdo blogueadora) durante 3 horas no
agitador, & temperatura ambiente. Os musculos foram lavados com PBS e montados inteiros em
lamina ¢ laminula em meio especial de montagem para fluorescéncia (DABCO — Sigma D-2522 ).
Foi adicionado ao meio de montagem o marcador de DNA nuclear DAPI (Sigma D-9542), o que

possibilitou a visualizacdo dos nucleos celulares das células presentes na JNM.

2.4, Grupos Experimentais

Grupo 1 - Marcacio da nNOS e AChRs: Neste grupo foram utilizados 10 animais, sendo 5 mdx e

5 C57BL/10, totalizando 20 musculos,
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Foram analisadas em meédia 7 2 8 jungBes por misculo. Os STNs dos animais mdx e dos
controles foram marcados segundo o protocolo j4 descrito para observagio dos AChRs e da nNOS.
Este grupo teve por objetivo verificar possiveis alteragBes na expressio da enzima nos musculos de
animais mdx, bem como estudar o padrio de distribuicBo da enzima na regiio juncional dos

controles e mdx.

Grupo 2 — Controle do Anticorpo Primdrie: Foram utilizados 5 animais C57BL/10, totalizando 10
musculos. Os procedimentos para obtengdo e processamento dos misculos foram idénticos aos i
descritos anteriormente, exceto o fato de ndo terem sido incubados com o anticorpo primério anti-
aNOS. Durante essa etapa, os musculos permaneciam em solugdo bloqueadora pelo mesmo periodo
de 12 horas, & 4°C. A seguir, foram obedecidos os mesmos passos do protocolo ja descrito. Nio
foram observadas estruturas marcadas neste grupo, indicando que a marcagio com anticorpo

primario utlizado neste estudo era especifica.

Grupo 3 — Desnervagdo: Weste grupo foram utlizados 5 animais C57BL/10 com STN do lado
esquerdo desnervado. O objetivo foi verificar a importincia da inervagio para a expressio da
enzima. Os musculos STNs do lado esquerdo dos animais foram desnervados e o direito usado
como controle. Os animais foram anestesiados via intra-peritoneal com uma mistura de cloridrato
de cetamina (Ketalar®, Parke-Davis) e cloridrato de xilazina (Rompum®, Bayer) na proporgio de
1:1 e dose de 0.1 ml/26 g de pesc corporal. O musculo STN esquerdo era exposto € O Seu nervo

seccionado. Apds 14 dias, os musculos eram retirados e marcados conforme ja descrito, para

visualizagdo dos AChRs e nNOS.

Os musculos dos animais CS7BL/10 e mdx, e os muasculos dos animais CS7BL/10
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desnervados e ndo desnervados foram processados de forma idéntica ¢ simultdnea.

1 & Andlise dos Dados

Os musculos foram observados utilizando-se um sistema confocal da Bio-Rad {MRC
1024UV) equipado com laser Argbnio-Kripténio (Ar-Kr) e Ultra-Violeta (UV), acoplado a um
microscopio invertido de fluorescéncia {Axiovert 100 Zeiss). Foram utilizadas as objetivas de 40X
{(1.2NA) de imersdo em dgua, 63X (1.4NA) de imersdo em oleo e 100X {1 4NA) de mersiio em
sleo. A linha 488 nm do laser Ar-Kr foi utilizada para excitar a fluoresceina (nNGOS), a hinha 568
nm para a rodamina (AChRs) e 3 linha 351 nm do UV para o DAPI (nicleos celulares). A
observacdo concomitante de DAPIFFITC foi possivel com a utilizagio de filtros de emissdo OG 515
e 455/30 e filtros barreira UBHS/EZ. A observagdo concomitante da FITC+Rodamina com a
utilizagdo dos filtros de emissdo HQ 598/40, HQ522/35 e filtros barreira T1/E2 supridos pelo
fabricante. O brilho e o contraste foram mantidos constantes para todos 08 grupos nos valores de
1076 (brilho - rodamina) e 940 (brilho - FITC) ¢ 5 (contraste - rodamina e FITC). A abertura
confocal usada variou de 1.5 a 2.0 mm e o zoom méximo de 1.85 para objetiva de 63X. Imagens de
um Grico plano focal, ou um grupo de imagens de varios planos focais, foram adquiridas com
auxilio do software Laser Sharp OS/2 (Bio-Rad) e salvas em disco optico ou em Zip™ drive. As
imagens obtidas foram exportadas com o formato TIF e editadas em Adobe Photoshop Versdo
401 A documentagdo foi feita em impressora Codonics acoplada ao sistema confocal, em papel

fotografico Kodak ou em impressora Epson Stylus Color 640.
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2.6. Microscopia de varredura Laser Confocal

A microscopia de fluorescéncia € uma das técnicas mais teis e microscopia éptica devido
2 combinagldo de vantagens opticas € espec{ressé?icas associadas 2 ferramentas da biogquimica €
srrunocitoquimica. A grande variedade de marcadores fluprescenies disponiveis sinalmente permite

um Tastreamento das funcbes e da organizagac celular (LAURENT et al., 1992).

Na microscopia de fluorescéncia convencional, 2 iz ermitida pelas estruturas acima e abaixo
do plano de foco contribui para @ formagio da imagem final A tealizaga0 de cortes histologicos
mais £nos poderia cOBLOmMar o problema, mas POt outro lado dificultana 2 interpretagdo de

estruturas tridimensionais (WHITE et al., 1987).

A microscopia de varredura laser confocal provocou umd verdadeira revolugdc 12
microscopia optica de fluorescéncia, desde que O primeiro Microscopio confocal ficou disponivel
comercialmente €m 1987. Na microscopia confocal, o sinal vindo do espécune, acima ¢ abaixo do
plano de foco, nao contribul para a formagio da imagem final. O sistema confocal permite, entre
outros Tecursos. realizar tomografia € reconstrugoes iridimensionais de uma grande variedade de

espécimes biologicos em diferentes preparagoes (LENZI et al., 1996).

O microscopio confocal permite as reconstrugdes tridimensionais através da captagio de uma
série de imagens bidimensionais de planos de foco seqiienciais de todo o espécime (WHITE ef al..
1987). Ele também permite realizar cories Opticos seriados (figura 5) de espessura variada (para &
jungdes neuromusculares so feitos cortes de 1,5 a 2 um, €0 média} resultando em melhor resoluga
das imagens guando comparadas com a3 obtidas na microscopia optica de fluorescénc
convencional. O esquema da figura 3, mostra 03 planos focais 1, 2 € 3, em que cortes Oplicos pode

ser realizados ©om © microscopio confocal na juncio neuromuscular, de forma a abranger P
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completo o8 compartimentos pre e pbs-sinapticos. Normalmente esses cories sio realizados a partir

da porgio mais profunda (1), em direcio 2 mais superficial (3).
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Figura 3. Esquema de jungo neuromuscular mostrando os plancs focais em que cortes Opticos
podem ser realizados. Bste esquema ilustra apenas 3 cortes para simplificar ¢ desenho. No corte
namero 1, esperamos um predominio da marcagdo dos AChRs, no corte 2 ¢ esperado observar
AChHRs e parte das estruturas do compartimento pré-sinaptico € no corte 3 somente as estruturas que

fazem parte do compartimento pré-sinaptico. Adaptado de Hall & Sanes, Cell, 72/Neuron, 10
(supl.}, p.99-121, 1993
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2.6.1. Principios Bdsicos da Confocalidade da imagem

O sistema &ptico confocal foi descrito por MARVIN MINSKY (1957), durante seu pos-
doutorado na Universidade de Havard (USA). No microscopio confocal de Minsky (Fig. 4), o

condensador do microscépio Gptico convencional fol substituido por uma lente idéntica a uma lente

objetiva (C).

Fonte de Luz
x 1

Figura 4. Principio de funcionamento do microscopio confocal segundo Minsky (U.S. Patent #
3013467, Microscopy Aparatus, 1957). PL: primeiro pinhole, P2: segundo pinhole, C: lente

condensadora, E: espécime, i ponto focado no espécime, u: ponto fora do plano de foco, O
objetiva.
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O feixe de iluminagio era limitado por um pequenc orificio, primeiro pinhole (P1),
posicionado no eixo do microscopio, em frente 3 fonte de luz. Antes de atingir o espécime a luz
passava pela lente condensadora {C). O espécime (E) era escaneado através de movimentos da
plataforma representados pelas setas de dupla cabega. Nos microscOpios modernos é ¢ feixe de luz
que se movimenta para escanear o espécime. A seguir, 2 lente objetiva (0), formava uma tmagem
do plano de foco <77 Entretanto, para a imagem se formar, o sinal proveniente de *i” deveria passar
pOT HIM SEGUNG0 orificio, segundo pinhole “exit” (P2), surgindo dai o principio da confocalidade de
imagens. Somenie 2 luz emitida por “9” (linha solida) € focada pelos pinholes e atinge o detector
(célula fotoelétrica), contribuindo para 2 formacdo da imagem. Todos os taios que passavam por

(A4

outros pontos, tal como “u” (linha descontinua), e que ndo passavam por P2 eram excluidos, néo

coniribuindo para a formaglo da imagem, melhorando assim 2 resolugiio do microscopio (LENZI ef

al | 1996).

O microscopio de varredura laser confocal é um produto do desenvolvimento tecnologico de
vhrias areas, tais como a fisica ¢ a computagic.  Assim, foram desenvolvidas objetivas
planoapocromaticas de grande abertura numérica, melhorando a resolugdo das imagens. A
tecnologia disponivel também possibilitou © uso da optica com luz laser para varredura de imagens,
podendo gerar imagens refletidas e transmitidas, além do processamento computacional de dados de
alto desempenho, com observagdo de imagens em video e registro em unidades magnéticas. A

computagio grafica de aita resolugdo também vem permitindo aita qualidade de anilise e tratarmento

de imagens planas e tridimensionais (LENZI ef al., 1996).
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3.1. Animais Normais

Utilizando os recursos do microscopio confocal em realizar cortes Opticos, as jungdes
neuromusculares foram seccionadas e os cortes obtidos de cada plano focal foram observados
separadamente. Desta forma, pudemos distinguir o compartimento pré do pos-sinaptico (Fig. 5). Os
cortes foram feitos a partir da porgéo mais profunda (compartimento pos-sinaptico) em dirego a
superficie da jun¢do (compartimento pré-sinaptico), tal como ilustra o esquema da figura 3. Através
deste procedimento observamos predominio dos AChRs nos cortes das porgoes mais profundas da
juncdo, sendo que a aNOS foi detectada nos cortes da porgdo superficial, ou seja, no compartimento

pré-sinaptico.

Na maioria das vezes (n=60/80) a imunomarcagdo estava presente em um tronco principal
contendo nucleos celulares, que terminava na jungo, emitindo prolongamentos sobre os bragos dos
AChRs (Fig. 6A). Observamos também que 2 nNOS estava recobrindo os bragos dos receptores de
acetilcolina (Fig. 6B). Esses troncos se originam de feixes nervosos intramusculares, os quais
apresentam expressio da nNOS nas margens dos axdnios (Fig. 6C) e contém ntcleos envoltos pela

ANOS (Fig. 6D).

Na maior parte das jungdes observadas (75/80) a nNOS foi vista emoldurando os bragos dos
ACHRs (Figs 7A e 7B). A imunoreatividade da nNOS também foi detectada no sarcolema

extrajuncional (Figs. 6A e 6B).



FIGURA §:
Distribui¢do pré-sindptica da nNOS (verde) em junco neuromuscular de camundongo normal.

Cortes Opticos seriados de diferentes planos focais que vao do compartimento pds ao pré-sinaptico
(AaF).

Nos cortes A e B, (B ¢ aproximadamente o corte 1 da fig. 3) h4 um predominio dos AChRs (cabeca
de seta) que sfo vistos em vermelho.

Nos cortes C e D (D ¢ aproximadamente o corte 2 da fig. 3), os AChRs (cabeca de seta) sdo melhor
observados € a nNOS (seta) comeca a recobri-los.

Nas por¢des mais superficiais da juncdo (E e F), (E ¢ aproximadamente o corte 3 da fig. 3), os
AChRs ndo s@io evidentes como em C e D, e a nNOS é mais nitidamente observada no
compartimento pré-sinaptico (setas). Barra: Em pm
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FIGURA 6:
Distribui¢do da nINOS (verde) e AChRs (vermelho) na regifio juncional de animais controles.

Em A, os cortes da fig. 5 agrupados em um Gnico plano confocal. A nNOS & vista em um tronco
(seta) que se aproxima da jungdo, emitindo prolongamentos que cobrem os AChRs. Nucleo celular
da célula de Schwann: asterisco. Fibra muscular: m. Barra: 14,2 um

Em B, a nNOS recobrindo os bragos dos AChRs (setas) e no sarcolema extrajuncional (cabega de
seta). Barra: 16,6 um

Em C e D, observa-se a marcacdo da nNOS (verde) nas margens dos axénios do feixe nervoso
intramuscular (setas). Em D, foram utilizados os lasers Ar-Kr para excitar a fluoresceina ligada a
nNOS e o UV para excitar o DAPI que evidenciou os niicleos celulares (asteriscos) dos feixes
intramusculares vistos em C, mostrande que os nucleos das células de Schwann estdo envoltos pela
nNOS. Barra: 16,6 um
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FIGURA 7:

Distribuigdo da nNOS (verde) ¢ AChRs (vermelho) vista em um unico corte confocal da regifio
juncional de animal controle.

Em A, temos um corte feito na porgdo profunda da jungdo, em uma vista superior. Observar a
nNOS emoldurando os bragos dos AChRs na jungio da esquerda (cabeca de seta). A juncdo da
direita esta disposta lateralmente na fibra muscular, na qual observamos regides alaranjadas (seta)
indicando a sobreposi¢do da marcagio da nNOS e dos AChRs. Barra: 16,6 um

Em B, a seta indica a nNOS emoldurando os bragos dos AChRs. Notar 4reas alaranjadas indicando a
sobreposi¢do da marcagio da nNOS e dos AChRs. Barra: Em um
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3.2. Animais Distréficos

Nos animais mdx foi detectada uma diminuicfo significativa da imunoreatividade da nNOS
nos compartimentos pré e pos-sindpticos em praticamente todas as jungdes observadas (36/40) (Fig.
8A). Como podemos encontrar fibras musculares em degeneragéo, pois os musculos dos mdx
sofrem ciclos de degeneragdo/regeneracio, a diminuigio da nNOS na junggo poderia ser atribuida a
fibras musculares degeneradas ou em processo de degeneragdo. Por isso, os pardmetros de brilho,
contraste e didmetro da abertura confocal foram aumentados para que pudéssemos observar a
presenca de estriagdes, caso as fibras ndo estivessem em degeneragdo (Fig. 8B). Uma vez que as
estriacdes musculares foram observadas, constatamos que as jungdes observadas ndo pertenciam a
fibras musculares em degeneracio Com aumento dos pardmetros de iluminac@o e abertura da iris,
pudemos observar que a nNOS estd diminuida e n3o totalmente ausente nos animais distroficos e

que apresenta-se distribuida da mesma forma que nos controles normais.

3.3. Animais Desnervados

Passados 14 dias do procedimento de desnervagdo observamos que as fibras musculares
destes animais apresentavam didmetro menor (Fig. 9A) que o das fibras do lado contralateral (Fig.
9B), ou seja, estavam atrofiadas. Nos musculos desnervados, a nNOS foi vista cobrindo a regido da
juncdo, tal como observado nos normais inervados (Fig. 10A). Na regio pré-siniptica foi
observada maior complexidade dos prolongamentos citoplasmaticos das células de Schwann

terminais (Figs 10B e 10C) e aparente aumento no numero de nicleos dessas células (Fig. 10A).
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A nNOS também foi encontrada no sarcolema extrajuncional (Fig. 10A). Néo foram detectadas
mudancas qualitativas na intensidade da fluorescéncia nos musculos dos animais do grupo

desnervado, quando comparados com musculos normais inervados.



FIGURA 8:

Distribui¢do da nNOS (verde) e AChRs (vermelho) na regifio de jungdes de animal mdk.

Na figura A, observa-se a regido juncional com os mesmos pardmetros de brilho, contraste e
abertura da fris usados durante a observa¢io dos animais controles. Percebe-se uma diminui¢Zo na
expressdo da nNOS na regido pré-sinaptica e no sarcolema, quando comparada com os controles
normais.

Na figura B, a mesma regido vista em A, mas os pardmetros de iluminagfo e iris foram alterados de
forma a permitir a melhor observaco das estriagdes musculares. As fibras musculares possuem
estriagdes (seta) mostrando que ndo estdo em processo de degeneragio. Barra: 20 um.



INECULLLUUD

Figura 8



FIGURA 9:

Vista panordmica de fibras musculares de animais C57BL/10.

Na ‘ﬁg'mia A, ob§<3rvamos fibras musculares de musculo esternomastéide desnervado. Notar a
diminuicdo do didmetro das fibras (seta de dupla cabega) quando comparado com o lado
contralateral (Fig. B).

Na figura B, sdo vistas fibras musculares normais do lado nfio desnervado. Os limites da fibra
muscular sfo delimitados pela nNOS do sarcolema (setas). Barra: Em pm



Resultados

Figura 9



FIGURA 10:

Distribui¢do da nNOS (verde) e AChRs (vermelho) na regifio juncional de misculos de animais
controles desnervados.

Em A, observar varios nucleos (seta) envoltos pela nNOS (cabeca de seta pequena). Sarcolema:
cabeca de seta grande. Barra: Em um.

Em B, notar a regiéo sobre a jungdo com aumento da complexidade dos prolongamentos das células
de Schwann imunoreativos & nNOS (cabega de seta). Barra: Em pm.

Em C, observar um aparente aumento da complexidade dos prolongamentos das células de Schwann
e da quantidade de nucleos celulares dessas células (setas). Barra: Em um.
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4.1, Distribuicio da nNOS

No presente trabalho estudamos a distribuicdo da nNOS na jungfo neuromuscular de
camundongos normais ¢ da linhagem mdx através da microscopia de varredura laser confocal.
Também foi objetivo deste estudo detectar qualitativamente possiveis alteragdes na expressic da
enzima na regido juncional dos musculos esternomastdide de animais mdx e controles normais
desnervados, verificando a importancia do terminal nervoso para expresséo da enzima.

Estudos prévios demonstraram que a nNOS estd associada ao sarcolema das fibras
musculares esqueléticas de diferentes espécies, incluindo a humana (NAKANE ef al., 1993; KOBZIK
et al., 1994; GROZDANOVIC ef al., 1997, GROZDANOVIC & GROSSRAU, 1998; para revisdo
veja GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999). Em nosso estudo observamos que a nNOS
encontrava-se distribuida no sarcolema extrajuncional das fibras musculares dos animais normais e
dos mdx, corroborando com os dados existentes na literatura. Quanto & fun¢fio da enzima no
sarcolema, as hipdteses correntes sugerem que a nNOS possa atuar como enzima que sintetiza 6xido
nitrico, o qual é um mensageiro neuronal, ou como proteina estrutural do complexo distrofina-
glicoproteinas do sarcolema, que estabiliza e previne falhas no sarcolema durante os ciclos de
contragdo muscular, impedindo o influxo de ions Ca™ para o interior da fibra muscular.

Diversos trabalhos tém mostrado que a nNOS ¢ expressa na jungdo neuromuscular de
musculos esqueléticos de mamiferos (BRENMAN ez al., 1996; GATH ef al., 1996, KUSNER &
KAMINSKI, 1996; OLIVER et al., 1996, GROZDANOVIC et al., 1997, GROZDANOVIC &
GOSSRAU, 1998; RIBERA et al., 1998) interagindo com a al-sintrofina, tal como no sarcolema
extrajuncional (BRENMAN er al, 1996; RIBERA er al, 1998, GROZDANOVIC &

BAUMGARTEN, 1999). A maioria dos trabalhos utiliza a microscopia convencional de
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fluorescéncia, nos quais sdo feitos cortes transversais dos musculos, observando-se somente areas
imunoreativas que correspondem & regido da juncdo, sem resolugéo suficiente para discriminar 0s
compartimentos pré € pos-sinapticos.
A microscopia confocal de fluorescéncia utilizada no presente trabalho, permitiu ©
seccionamento Optico ao longo dos compartimentos pré e pos-sinapticos da jungZo neuromuscular, o
-
que possibilitou observar a nNOS emi ambos 0s compartimentos.
Estudos com imunoeletromicroscopia mostraram a nNOS no fundo das fendas sinapticas

g
. . LA .
secundérias, co-localizada com a desmina e com a distrofina (YANG ef al., 1997). No entanto, em

nosso trabalho, a enzima estava distribuida no sarcolema juncional. A nNOS apresentou uma
marcacio mais evidente emoldurando os bragos dos AChRs, provavelmente na regidc em que o
sarcolema se dobra para formar as margens da fenda sinaptica primaria. Este padrdo também ¢
observado na marcagio dos AChRs com rodamina-BTx. Essa marcacdo mais evidente, emoldurando
os AChRs, pode ser explicada pelo fato do sarcolema ser curvo nesta regidio e a fluorescéncia emitida
pela nNOS se somar neste ponto, da mesma forma que ocorre com a fluorescéncia emitida pela
rodamina-BTx. Estudos recentes demonstraram que a subunidade 1 do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDAR-1) ¢ concentrada nas jungoes neuromusculares do diafragma de ratos, particularmente no
sarcolema pos-juncional, co-localizando com a nNOS. Os receptores NMDA sdo uma possivel fonte
de fons Ca™", os quais sio necessarios para ativagdo da nNOS (GROZDANOVIC & GROSSRAU,
1998). Estudos eletrofisiologicos sugeriram que os receptores NMDA interagem com o sistema
aNOS/NO/GMPc para regular o potencial de repouso da membrana das fibras musculares

(URAZAEV et al., 1997). Entretanto, outros autores acreditam que o NO liberado no sarcolema

pos-sinaptico atue como um mensageiro retrogrado, enviando informacOes para os terminais
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nervosos, pois jé ha algum tempo foi proposto que o NO possa atuar dessa forma na sinaptogénese
neuromuscular, durante o desenvolvimento (WANG et al., 1995).

A nNOS também encontrou-se distribuida na regido pré-sinaptica, o que nos sugeriu que a
enzima poderia estar sendo expressa pelas células de Schwann terminais (SCs) ou pelos terminais
motores. A observacio da nNOS duas semanas apés a desnervagio, recobrindo os bragos dos
AChRs, como nos animais normais inervados, sugere a presenca da enzima nas SCs terminais, uma
vez que, neste periodo de tempo, os terminais nervosos ja degeneraram e as SCs estdo sofrendo
mudancas morfoldgicas, alongando e proliferando seus prolongamentos (REYNOLDS & WOOLF,
1992). Ainda foi observado um aumento aparente no nimero de niicleos € na complexidade dos
processos marcados na regido pré-siniptica dos musculos desnervados. O aumento aparente do
ntimero de nicleos visto no compartimento pré-sinaptico, pode ser explicado pelos recentes achados
de LOVE & THOMPSON (1998), que demonstraram a capacidade das SCs se dividir em resposta a
desnervacdo, levando ao seu aumento na JNM.

Outro fato que reforca a hipotese da expressiio da nNOS pelas SCs terminais € o padrdo de
marcacdo observado na regido pré-sindptica. A marcagio da nNOS nesta regido apresentou-se muito
semelhante & imunomarcagdo especifica para as SCs, realizada com anticorpo anti-S-100
(REYNOLDS & WOOLF, 1992; SON & THOMPSON, 1995a; HIRATA ef al.,, 1997). As SCs
marcadas com anti-S-100 aparecem como células nucleadas, com seus nicleos ndo fluorescentes,
envoltos pelo marcador e apresentando processos citoplasmaticos que recobrem os bragos dos
AChRs. Nossos resultados mostram este mesmo padrdo de marcagéo em torno de nicleos presentes
nos feixes nervosos intramusculares de animais normais.

Estudos imunocitoquimicos com microscopia eletrénica mostraram a presen¢a da nNOS nos

terminais nervosos de animais normais e inervados. Somente um més pos-desnervagdo, a nNOS foi
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observada associada as SCs (RIBERA ef al., 1998). Entretanto, DESCARRIES ef al. (1998),
observaram a expressio da nNOS nas SCs terminais de misculos normais e inervados de sapos.
Nossos resultados foram parcialmente semelhantes ao de RIBERA er al. (1998), pois também
observamos a presenga da nNOS nas SCs terminais de animais desnervados. No entanto, também
observamos 2 nNOS nas SCs de animais normais que ndo tiveram seus musculos desnervados.

Essas diferencas podem ter sido devidas & diferentes protocolos, que podem ndo ter sido
ideais para a forma de analise escolhida. Embora se consiga detalhes ultraestruturais, em microscopia
eletrénica de transmissio (MET) nfio é possivel ver toda a jungdo neuromuscular, tal como na
microscopia confocal. Ao observar apenas uma pequena parte da juncdo em secgdes ultrafinas para
MET, é quase impossivel ver os prolongamentos citoplasmaticos das SCs em sua totalidade. Por
outro lado, as SCs usualmente tomam os lugares dos terminais motores em jungdes desnervadas,
+ornando-se mais faceis de serem vistas em sec¢des de MET. Isto explicaria porque no trabalho de
RIBERA ef al. (1998), a nNOS s6 foi vista nas SCs de musculos desnervados. Contudo, ndo
excluimos a possibilidade dos terminais motores também expressarem a nNOS, pois a enzima esta
presente no SNC, sendo perfeitamente possivel que os terminais também apresentem a nNOS. Para
realmente comprovarmos se a nNOS ¢é somente expressa pelas células de Schwann seriam necessarias
técnicas de tetirada desta célula da junc3o. Entretanto essas técnicas ndo sao possiveis até o
momento. Se conseguissemos retirar as SCs, provavelmente seria possivel que os terminais motores,
na falta da produggo do NO pelas SCs, comegassem a expressar a nNOS.

Qutros estudos também realizaram a desnervagdo com o intuito de retirar o terminal motor €
esclarecer em qual compartimento a nNOS estava presente (KUSNER & KAMINSKI, 1996, YANG
ef al, 1997). Nestes trabalhos a fluorescéncia emitida pela nNOS continuou presente apds a

desnervagio, como nos normais inervados, tendo sido concluido que a nNOS estava no sarcolema
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pos-singptico.  Esses resultados sdo semelhantes aos nossos. No entanto, os autores nao
consideraram a possibilidade das SCs terminais, que fagocitam o terminal nervoso e tomam o seu
fugar apos desnervacio, expressarem a nNOS, possivelmente por nfo ter melhor resoluggo da regido
juncional.

Tendo em vista que a distrofina de 427 kDa e a Dpl16 foram localizadas nas células de
Schwann pré-terminais de axonios de Torpedo marmorata (RIVIER etal.,1997) eaDpl16 e Dpl40
nas células de Schwann pré-terminais do génglio cervical superior de camundongos (De STEFANO
et al, 1997), acreditamos que as células de Schwann terminais também possam expressar a
distrofina, ¢ que a nNOS poderia estar associada 2 elas na jungdo neuromuscular através da
distrofina, tal como nas fibras musculares esqueléticas.

Em conclusdo, utilizando a microscopia confocal, pudemos observar que a nNOS encontra-se
distribuida no compartimento pré-sinaptico, sendo possivel que, neste compartimento, a nNOS esta

sendo expressa pelas células de Schwann terminais.

4.2. Alteracdes na Expressio da nNOS no Camundongo mdx

A diminuicdo da expressdo da nNOS no sarcolema de musculos de pacientes com DMD e de
camundongos mdx foi observada por varios autores (BRENMAN et al., 1995; CHANG et al. 1996;
GROZDANOVIC et al., 1997). Por isso foi sugerido que a nNOS possa estar envolvida na
patogénese desta distrofia, entretanto, ndo se sabe qual é o seu papel nesta patologia.

A auséncia de distrofina no sarcolema traz como conseqiiéncia a diminuicio das proteinas a
cla associadas (MATSUMURA er al., 1992). A nNOS faz parte do complexo distrofina

glicoproteinas e a diminuigdo da sua expressdo ¢ atribuida 2 este fato. Com a falta da distrofina a
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aNOS nio se liga ao sarcolema, sendo deslocada para o citoplasma (GROZDANOVIC &
BAUMGARTEN, 1999). Varias hipéteses vém sendo propostas para relacionar funcionalmente a
diminuicio da nNOS e sua localizagiio no citoplasma. Atualmente, acredita-se que o NO no
sarcoplasma reaja com superoxidos produzindo peroxinitritos, que s3o lesivos as células, pois
contribuem para entrada de Ca~ e necrose da fibra muscular (GROZDANOVIC &
BAUMGARTEN, 1999). A funcdo de protecio contra lesdes oxidativas também foi atribuida ao
NO, porém essa hipotese ndo foi confirmada (WEHLING ez al., 1998).

Nossos dados corroboram com os existentes na literatura, pois observamos que hd uma
diminuicdo na expressio da enzima no sarcolema extrajuncional e pos-sinaptico das fibras musculares
dos camundongos da linhagem mdx. Sabe-se que a ol-sintrofina € responsavel pela intera¢éo da
aNOS com a distrofina e com o sarcolema extrajuncional e juncional em animais normais. A ol-
sintrofina est4 ausente no sarcolema extrajuncional dos camundongos mdyx, mas apresenta expressao
normal no sarcolema pos-juncional (PETERS ef al., 1994; YANG et al., 1994; CHAO et al., 1996).
Sugere-se que haja diferentes mecanismos de regulacio da expressdo da nNOS no sarcolema
juncional e extrajuncional (PETERS e al., 1997), mas esses mecanismos ndo sao conhecidos até o
momento.

Um achado interessante de nosso estudo foi a observagdo da diminui¢io na imunoreatividade
na regido pré-sindptica dos animais mdx. A diminui¢go da expressdo da enzima no compartimento
pré-sinaptico, provavelmente nas SCs terminais, poderia ser explicada no camundongo mdx pelo
defeito no gene que codifica a distrofina e suas Dps. A falta da distrofina acarreta a diminuigéo das
proteinas a ela associada (MATSUMURA ef al., 1992). Assim, se ha uma diminui¢do da distrofina
na célula de Schwann do mdx, poderia-se supor uma diminui¢do da nNOS nesta c€lula. Entretanto,

outros estudos precisam ser realizados para comprovar a presenga da distrofina nas SCs e a sua
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ligacdo com a aNOS. A microscopia confocal de fluorescéncia poderia ser util para isto, uma vez
que com esta técnica de microscopia podemos distinguir os compartimentos pré e pos-sinapticos,
:dentificando a célula de Schwann e moléculas associadas com marcadores especificos. Uma outra
alternativa seria a cultura de SCs e a marcacio da distrofina e nNOS para observar se ha co-
localizacdo das marcagdes.

Em conclusio, observamos uma diminuicio da nNOS na regido pré-sinaptica da jungib de
animais distroficos. Se esta nNOS também esta associada a distrofina, estes resultados sugerem que
a auséneia de distrofina parece néo ser exclusiva da fibra muscular, mas também do compartimento

pré-sinaptico, provavelmente nas SCs terminais.

4.3. Expressio da nNOS apés Desnervacio

Nossos resultados nfio mostraram mudangas na imunoreatividade da nNOS 14 dias pos-
desnervagdo, muito embora tenha se observado um aumento aparente do numero de nucleos € na
complexidade dos processos celulares que cobrem a regido da JNM. Com relagdo a mudangas na
imunoreatividade da nNOS em JNM desnervadas, a literatura relata diminuicfo da fluorescéncia uma
semana ap6s a desnervagdo, seguida por aumento depois de um més (RIBERA et al, 1998).
Entretanto, YANG ef al. (1997) nfio observaram qualquer mudanga na expressao da enzima de 14
dias a um més apos a desnervagdo, sendo que somente apos 30 dias comegaram a notar aumento na
expressdo da nNOS.

O aumento da expressio da nNOS observado um més apos a desnervag@o, nos dois estudos
citados, pode ser explicado pela proliferacdo dos prolongamentos citoplasmaticos das SCs na jungéo

desnervada (SON & THOMPSON, 1995b), o que facilitaria a observagdo das SCs através da MET,
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podendo ser uma falsa impressdo do aumento da expressdo da enzima. No entanto, em nosso
trabalho, ndo estudamos musculos 30 dias ap0s desnervacio, o que nos impossibilita uma
comparagdo.

Durante a neurogénese e regeneracdo do nervo olfatorio de ratos foi observado um aumento
da expressio da nNOS, o que indica um aumento da sintese do NO, sugerindo que a formagio dessas
sinapses ¢ uma atividade dependente de NO (ROSKAMS et al., 1994). Conseqiientemente, 0 NO
liberado pelas SCs nos misculos desnervados poderia estar ligado ao restabelecimento da sinapse
neuromuscular.

Em conclusio, nio observamos alteracdes qualitativas na expressio da nNOS nas jungBes
desnervadas, sugerindo que a nNOS esta sendo expressa nas células de Schwann terminais, e que sua

expressdo parece nio ser regulada pelo terminal nervoso.

4.4. Importéncia Funcional do Oxido Nitrico na Jun¢iio Neuromuscular

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, qual seria a importéncia do 6xido nitrico
para a biologia da jungdo neuromuscular, considerando-se sua producdo pelas células de Schwann
terminais?

Viarios estudos sugerem diferentes fungdes para o Oxido nitrico produzido pela nNOS.
Dentre essas funcdes destaca-se o seu provavel envolvimento na transmissio neuromuscular atraveés
de seqiiéncia de eventos aniloga ao do SNC (GROZDANOVIC & GROSSRAU, 1998). O NO pode
atuar também como um mensageiro retrogrado, participando da retragio dos terminais nervosos, ou

seja, da elimina¢do da polinervagio das fibras musculares durante o desenvolvimento. Entretanto,
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1o sio conhecidos Os mecanismos que regulam a atividade da nNOS na JNM (GROZDANOVIC &
GROSSRAU, 1998; GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999).

No que se refere as SCs terminais, sabe-se que estas células desempenham um papel de guia
dos brotamentos do terminal nervoso durante o desenvolvimento normal, em musculos paralisados e
em musculos parcialmente desnervados (REYNOLDS & WOOLF, 1992; SON & THOMPSON,
1995b; SON et al., 1996; TRACHTENBERG & THOMPSON, 1997). Sugere-se que as SCs
terminais, além de guiar, também possam induzir o inicio dos brotamentos (SON ez al., 1996).

O brotamento é uma resposta dos terminais motores a desnervagdo, 2 uma paralisia parcial,
como a causada pela toxina botulinica por exemplo (DUCHEN, 1970, BOTH et al., 1990), ou a
necrose muscular seguida por regeneragdo (WERNIG & HERRERA, 1986; WERNIG et al., 1991,
VAN MIER & LITCHMAN, 1994), como € o caso dos musculos deficientes em distrofina, que
sofrem degeneragfo e regeneracio das fibras musculares. Assim sendo, seria esperado um aumento
do niimero de brotamentos nervosos nos animais mdx. No entanto, os terminais nervosos dos mdx e
humanos com DMD apresentam brotamentos em quantidade semelhante ao de fibras musculares
normais (LYONS & SLATER, 1991; ENGEL et al., 1994).

Estudos com microscopia eletrdnica revelaram que os brotamentos terminais estdo associados
aos processos das SCs (DUCHEN, 1971). SON & THOMPSON (1995a), usando anticorpo anti-
S100 confirmaram a existéncia da ligagdo entre o crescimento das SCs e os brotamentos terminais
vistos em desnervagdes parciais, sugerindo que as SCs poderiam estar induzindo os terminais
nervosos e axonios a crescer, possivelmente através da agdo de substéncias gasosas liberadas por elas
(SON et al., 1996). Uma possibilidade seria que o NO, supostamente liberado pelas SCs, possa ser a

substincia gasosa que age sobre a capacidade de brotamento dos terminais nervosos.
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Levando-se em consideragio todos esses dados, pudemos sugerir que a diminuiggo da nNOS
nas células de Schwann terminais levaria & diminui¢go do NO produzido por estas células. Por sua
vez, a diminuigdo do 6xido nitrico liberado pelas SCs, da JNM de animais mdb, pode estar envolvida
na menor tesposta dos terminais motores em brotar na presenca de lesdo muscular, podendo ser um

novo fator na patogénese da distrofia muscular.

4.8, Consideracdes Finais

Apesar da distrofia muscular de Duchenne ser descrita e estudada desde o século XIX, ainda
ndio ha recursos que consigam diminuir ou impedir a degeneragdo muscular. Inevitavelmente, os
pacientes com essa distrofia vdo a 6bito. Enquanto no ha degeneragio do miocardio e dos musculos
responsaveis pela respiragdo, € possivel tentar manter a capacidade fisica que resta, procurando-se
melhorar a qualidade de vida desses pacientes.

Assim sendo, acreditamos que os resultados obtidos e as considerag3es feitas no presente
trabalho em relacdo ao compartimento pré-sinaptico da JNM sao relevantes, pois abrem uma nova

perspectiva de estudos para o melhor entendimento da biologia dos musculos distroficos.
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