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RESUMO

O objetivo do presente tfrabalho foi investigar se fibras musculares regeneradas de
camundongos normais apresentam alteracio no padrio de distribuicdo dos receptores de
acetileolina {AChRs) e na expressdo da oxido nitrico sintase neuronal {nNOS) e comparar
os resultados obtidos com fibras regeneradas de camundongos mdx. Para tante, 2
degeneragao/regeneragio foi nduzida através de injecSes de cloridrato de lidocaina no
misculo esternomastdideo (STN) esquerdo de camundongos normais. O lado contralateral
foi utilizado como controle. Apods 21 dias os misculos foram retirados e marcados com
rodamina-o-bungarotoxina para observagic dos AChRs, com o© anticorpo primarioc
monocional anti-ntINOS para observagfio da expressio da nNOS e montados para
fluoréscencia. Fol adicionade ao meio de montagem o marcador de DNA nuclear DAPI o
que possibilitou a observagiio dos niicleos celulares. Através da microscopia confocal de
fluoréscencia observamos que a distribuigio dos AChRs nas fibras regeneradas estava
alterada em relacZo ao padrio das fibras do mmisculo controle. As fibras musculares
regeneradas normails exibiram ¢ mesmo padric de distribuigio dos AChRs observado em
fibras regeneradas distroficas, ou seja, os bragos juncionais estavam fragmentados,
originando ilhas de receptores. Nossos resultados sugerem que a alteracdo no padrio de
distribuicBo dos AChRs, que € observada no camundongo mdx, pode ser consequéncia
apenas da degeneracdo/regeneragdo da fibra muscular e nfio devido a deficiéncia de
distrofina. Quantc a aNOS, nfo houve alteracio de sua expressio em fibras musculares
regeneradas quando comparada com fibras do musculo controle. Isto sugere que a

diminui¢do de sua expressdo observada nos camundongos mdx pode ser atribuida a

auséncia de distrofina.



ABSTRACT

The amm of the present investigation was to study whether normal regenerated muscle fibers
show chaﬁges in the pattern of distribution of the acetylcholine receptors {AChRs) and in
neuronal nitric oxide synthase (nNOS) expression. Degenerative-regenerative changes were
experimentaly induced in normal muscle fibers of mouse left sternomastoid (STN) muscle
by injecting lidocaine hydrochloride. The contralateral side served as a control. 21 days
after lidocaine injection, the STNs (right and left) were removed, labelled with rhodamin-
o-bungarotoxin for AChRs observation, with anti-nNOS for nNOS observation and
mounted in special mouting media for fluorescence with DAPL, a DNA stain for nuclei. By
using fluorescence confocal microscopy regenerated muscle fibers showed disrupted
AChHhRs distribution when compared to controls. Normal regenerated fibers exhibited the
same pattern of AChR distribution as seen in dystrophic regenerated fibers. Our results
suggest that changes in AChRs distribution seen in mdx were probably a consequence of
muscle fiber degeneration-regeneration, rather than a symptom of dystrophin deficiency.
Conversely, there were no changes in nNOS expression in normal regenerated fibers when
compared to normal fibers, suggesting that the decrease in nNOS expression reported for

mddx mice might be attributed to the absence of dystrophin.



CAO

1. INTRODU



Introducio 2

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) se destaca, dentre as distrofias
musculares, por ser a mais comum e a mais devastadora das distrofias. Ela ocorre em cerca
de 1 & cada 3500 individuos do sexo masculino. E uma doenga recessiva ligada ao
cromossomo X que se expressa no inicio da infincia, incapacita o individuo a andar por
volta da puberdade ¢ culmina com sua morte por volta dos 20 anos de idade (ENGEL ef ¢/,
1994). Esta distrofia se caracteriza pela falta de distrofina, proteina estrutural do sarcolema,
que desempenha papel importante na manutengéo da estabilidade da fibra muscular
(FIOFFMAN et al., 1987, BONILLA ef al., 1988). E sugerido que a falta de distrofina
facilita a entrada de grandes quantidades de cdlcio nas fibras musculares, levando a
degeneragio destas fibras (BERTORINI ez al., 1982).

O conhecimento dos fendmenos biologicos envolvidos na DMD teve um grande
avango com O aparecimento da linhagem de camundongos mdx X chromosome-linked
muscular dystrophy (BULFIELD e al, 1984). Esses animais apresentam, tal come os
humanos doentes, auséncia da distrofina. Entretanto, os animais jovens desta linhagem
apresentam ciclos de regeneraciio muscular (TORRES & DUCHEN, 1987), fato que néo
ocorre de maneira significativa nos masculos de pacientes humanos.

A juncBo neuromuscular (JNM) de animais mdx apresenta alteragdes na sua
estrutura quando comparada com jungdes de animais normais. No componente pés-
sinaptico as dobras juncionais sdo escassas € pouco desenvolvidas (TORRES & DUCHEN,
1987). O padriio de distribuicio dos receptores de acetiicolina (AChRs) também ¢ alterado.
Esta alteracio € representada pela fragmentac@o dos bragos juncionais originando ithas de
receptores (LYONS & SLATER, 1991,

Os AChRs normalmente estic ancorados na JNM através de uma cadeia de

proteinas do citoesqueleto e a distrofina € uma das proteinas que faz parte desta cadeia. A
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alteracic do padrio de distribuigBo dos AChRs nos animais mdx poderia ser explicada pela
auséncia de distrofina, entretanto, foi sugerido que tais modificacdes seriam tipicas de
fibras musculares regeneradas e nfo decorrentes da falta desta proteina (LYONS &
SLATER, 1991).

Um oufro componente da cadeia de proteinas do citoesqueleto extrajuncional e
juncional da fibra muscular ¢ a Oxido nitrico sintase neuronal (aNOS). Segundo
BERTHIER & BLAINEAU (1997}, a nINOS estd acumulada na membrana pos-singptica da
INM, ligada ao complexo sintrofina, complexo este que estd associade a distrofina. Nos
animais mdx, a expressio da nNOS esté significativamente reduzida no sarcolems juncional
e extra-juncional (BRENMAN ef o/, 1995; CHANG ef al., 1996).

Como foi sugerido que as mudancas no padrio de distribuicio dos ACHRs,
observadas mnas fibras musculares dos camundongos mdf, eram uma consequéncia do
processo de regeneracdc das fibras musculares, seria possivel que outras moléculas da

juncao, tal como a nNOS, também sofresse com a degeneragio-regeneracio muscular,
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1.1 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi investigar se fibras musculares regeneradas de
camundongos normais apresentam alteracfo no padrio de distribuicio dos AChRS ¢ na
expressdo da nNOS e comparar os resultados obtidos com fibras regeneradas de
camundongos mdx. Para tanto a degeneracdo/regeneracio muscular fol induzida atraves de

injegBes de xilocaina e 2 distribui¢do dos receptores colinérgicos ¢ da nNOS observada

através de imunofluorescéncia e microscopia confocal.
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1.2 DEGENERACAO E REGENERACAO MUSCULAR ATRAVES DE

ANESTESICOS LOCAIS

Como nosso trabatho visou estudar fibras musculares regeneradas de animais
normais, foi necessaric promover experimentalmente a degeneraciio muscular. Para isso
utilizamos ¢ anesté€sico cloridraio de lidocaina.

Sabe-se que os anestésicos locais s@o potentes agentes miotdxicos e podem
produzir, em funcfo da dose, extensa e ripida necrose de fibras musculares esqueléticas
(BENOIT & BELT, 1970) A mionecrose pode ser vista logo apds a aplicagio do
anestésico, sendo que 2 extensfio e intensidade da lesfo dependem em grande parte da
concentra¢io e do volume do anestésico (JONES, 1987, NONAKA et ai., 1983).

A patog€nese da mionecrose deve-se inicialmente 4 lesfio sarcolemal, seguida de
entrada subita € abundante do ion céicio extracelular para o sarcoplasma. Estd bem
estabelecido que os ions calcic sdo de fundamental importdncia para a ativagdo do
mecanismo de contragdo muscular e que seu controle ocorre através de bombeamento ativo
nas membranas do reticulo sarcoplasmatico, nas mitocdndrias e também pela bomba de
célcio do sarcolema. Um musculo deixa sua condicio de repouso quando um potencial de
acdo se propaga pela membrana da fibra, provocando uma liberagiio de grande quantidade
de calcio no sarcoplasma. Esses ions célcic ligam-se a tropomina a qual sofie
transformacles estruturais que se transmitem a tropomiosina. As alieragSes nas proteinas
reguladoras tornam possivel a interagio do sistema actina-miosina levando a contragdo
muscular. Por ocasifio da lesfio sarcolemal os ions cdlcio em excesso produziriam
hipercontragdo das miofibrilas, lise de lisossomas com liberagiio de enzimas, ativagio de

proteases e conseqilente mionecrose.
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O musculo apresenta excelente capacidade de regeneracdo em resposta a lesSes
quimicas e fisicas (GROUNDS, 1991). A extensdic e o sucesso da regenerago variam
conforme 2 natureza da lesdo, mas em todas as situagBes o processo envolve
revascularizacio, infiliragio celular, fagocitose de fibras necrosadas, proliferacic de celulas
precursoras do muscuio e finalmente a reinervagiio.

A capacidade de regeneraco muscular depende principalmente da sobrevivéncia
das células satélites (CARLSON, 1986) A célula satélite foi descrita micialmente ne
musculo esquelético de 12 e, desde entfio, foi encontrada em vérios vertebrados, inclusive
em camundongos. F uma célula mononucleada, fusiforme, localizada entre 2 membrana
basal e o sarcolema, do qual ¢é separada por um espago de 15-20nm (REGER & CRAIG,
1968). Sua localizagio e aspecto se confundem aqueles dos nicleos das fibras musculares,
o que dificulta a avaliagio de suas condiges funcionais até mesmo em microscopia
eletronica (CARLSON, 1986). Outra caracteristica das células satélites ¢ que elas se
mostram resistentes aos anestésicos locais. No musculo sdleo, por exemplo, elas nfo sfo
afetadas por injecio de 0,5 ml de bupivacaina a 0,5% (NONAKA ef al., 1983).

Em geral os primeiros indicios morfoldgicos do processo de regeneracdo muscular
comecam a aparecer aproximadamente 36 horas ap0s a imjegBio do anestésico. Nesse
periodo a presenca de mioblastos caracteriza o processo regenerativo € por volta do quarto
dia pode se observar populacio de miotubos. A presenca de numerosos nicleos centrais
caracteriza as fibras musculares regeneradas (FOSTER & CARLSON, 1980).

A fusio dos mioblastos em mioctubos e o crescimento destes € feite no interior dos
tubos de membrana basal muscular (VRACKO & BENDITT, 1972). A membrana basal
muscular desempenha funcfo de suporte com ¢ objetivo de sustentar as células satélites e a

formacio dos novos miotubos, mantendo condicSes favordveis ao processo de regeneragao,
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impedindo que fibroblastos e fibras colagenas interfiram neste processo (CARLSON &

FAULKNER, 1983).

1.3 JUNCAO NEURCMUSCULAR

A estrutura basica da juncio neuromuscular foi inicialmente descrita por DOYERE,
em 1840 (SALPETER, 1987). Entretanto, os estudos modernos da organizagdo ultra-
estrutural @ molecular da juncio iniciou-se em 1946, com os trabalbos realizados por
COUTEAUX (para revisio ver PALADE & PALAY, 1954; ANDERSON-
CEDERGREEN, 1959, COUTEAUX, 1973; SHOTTON et al, 1979, CARTAUD et al,
1981).

A aquisigdo de novas técnicas, como por exemplo a histoquimica, a microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo, possibilitou um conhecimentc maior da
morfologia e bioclogia da jungdo.

A jungio meuromuscular € uma sinapse quimica, formada pela jungo do terminal
nervoso motor com a fibra muscular, aproximadamente no seu ponto médio. Considera-se
na juncio neuromuscular dos vertebrados um compartimento pre-sinaptico, um

compartimento pos-sinaptico e, entre eles, um compartimento extracelular (HALL &

SANES, 1993).
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1.3.1 COMPARTIMENTO PRE-SINAPTICO

Os mmasculos esqueléticos sZo inervados pelos motoneurénios. Seus axOnios
penetram no muscllo atraves do hilo neurovascular. A seguir, dividem-se em numerosos
feixes intramusculares que caminham entre as fibras musculares. Apds abandonarem o
feixe nervoso intramuscular, os axdnios motores passam a ser denominados de ax8nios pre-
terminais. O ax0nio pré-terminal dirige-se, normalmente, para uma tnica fibra muscular. O
axdnio pré-terminal perde seu revestimento mielinico préxime ao contacto com a fibra
muscular. Esta porgio do ax6nic é chamada de axbmnio terminal. O axdnio terminal sofre
delicadas arborizagBes com suas terminacOes levemente dilatadas, denominadas de botdes
terminais, O$ gquais se alojam na goteira sinaptica ou fenda sindptica primaria, uma
depressdo da fibra muscular (para revisio ver BOWDEN & DUCHEN, 1976; PETERS et
al., 1976).

Uma caracteristica essencial da estrutura do terminal é o actmulo de vesiculas
sinapticas de didmetro variando entre 50 ¢ 60 nm (ENGEL & SANTA, 1971). Estas
vesiculas contém acetilcolina, adenosina trifosfato e uma alta concentragio de ions célcio e
magnésio (WHITTAKER, 1984; VOLNANDT & ZIMMERMAN, 1986). Muitas dessas
vesiculas estdo agrupadas proximas de placas densas, chamadas zonas ativas, localizadas na
superficie interna da membrana pré-sinaptica. A zona ativa € uma regifo diferenciada da
membrana pré-sinaptica, relacionada a exocitose das vesiculas sinapticas. As membranas
das vesiculas sdo reabsorvidas pela superficie pré-sinaptica para formacgio de novas
vesiculas (HEUSER & REESE, 1981). No terminal também sfc encontradas vesiculas

elétron-densas que contém neuropeptideos e também corpos multivesiculares (MATTEOCLI
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et al, 1990). O terminal nervoso também possui numerosas mitocdndnas para suprir a
energia necessaria para sintese, estocagem e liberacéo de transmissores.

Recobrindo os botdes singpticos identificam-se processos citoplasmaticos das
células de Schwann. Estas sdo denominadas de células de Schwann terminais (para reviséo
ver HALL & SANES, 1993). Elas recobrem os terminais nervosos protegendo-os de
possiveis lesdes quitmicas e motoras. As células de Schwann pre-terminais formam a bainha

de mielina nos ax0nios.

7.3.2 COMPARTIMENTO POS-SINAPTICO

O compartimento pés-sinaptico € composte pele sarcolema imediatamente abaixo
do terminal nervoso. A membrana sarcolemal pos-sinaptica € uma regifio altamente
especializada da fibra muscular, apresentando dobras juncionais. As dobras juncionais tém
cerca de 1 pm de profundidade e o espago contido dentro das dobras € chamado de fenda
sinaptica secundaria (para revisdo ver HALL & SANES, 1993}

Sugere-se que as dobras juncionais aumentemn a superficie da membrana pos-
sinaptica em cerca de 3 a 7 vezes quando comparada 4 superficie da membrana axolemal
pré-sinaptica (SALPETER, 1969, MATTHEWS-BELLINGER & SALPETER, 1978).
Recentemente, foi sugerido que as dobras juncionais resultam da interaciio mecinica do
terminal sobre o sarcolema juncional, durante o desenvolvimento normal (MARQUES et

al., 2000).
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Cada dobra juncional apresenta duas regides: o apice ¢ o fundo. No apice
encontram-se  agrupados o0s receptores de acetiicolina em uma densidade de
aproximadamente 10%um® e no fundo das dobras estio dispostos canais de sodic
responsaveis pela geragio do potencial de aglio (HALL & SANES, 1993},

Durante o desenvolvimento da JNM, na fase embrionaria, os AChRSs inicialmente
aparecem como um aclmulo livie de pequenas manchas, as quais em seguida formam
placas compactas e permanecem com esta forma por diversos dias, até aproximadamente 2-
3 dias pds-natal. A seguir, ocorrem falhas no contorno dessas placas até que os AChRs
atinjamn seu padrio de distribuigBo normal da fase adulta, ou seja, apresentam-se
distribuidos no interior de bracgos continuos {(STEINBACH, 1981).

Os AChRs sfo pentimeros dispostos em torno de canais iGnicos que se abrem
quando a ACh liga-se a eles. S3o responsaveis pela recepgfio e transdugfo de sinais
guimicos (para revisdo ver UNWIN, 1993). Os AChRs e canais de sodio sdo ancorados por
proteinas do citoesqueleto que podem ter fungdes regulatorias e de suporte, como a F-actina
que esté ligada a distrofina.

No topo das dobras juncionais também ha outras proteinas com papel de ligacio
entre o sarcolema e o citoesqueleto da fibra, que tem o objetivo de manter a estrutura das
dobras juncionais. Entre elas estd a distrofina e proteinas relacionadas, que ligam-se ao
complexo de proteinas transmembrénicas e ligam o citoesqueleto abaixo do sarcolema a

membrana basal (OHLENDIECK et a/., 1991).
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1.3.3 COMPARTIMENTO EXTRACELULAR

{ estreito espaco existente entre o terminal nervoso e o sarcolema pos-sinaptico €
denominade de fenda sindptica priméria A membrana basal estd contida nesta fenda,
sstendendo-se para dentro das dobras juncionais, nas fendas sinédpticas secundarias (HALL
& SAMNES, 1993). O compartimente extracelular da juncio inchui as fendas priména e
secundéria.

A membrana basal sinaptica ¢ bioquimicamente especializada. Contendo proteinas
distintas daguelas encontradas na regific extra-sindptica {(SANES, 1995, CARBONETTO &
LINDENBAUM, 1995) tais como a acetilcolinesterase, enzima envolvida na
neurotransmissdc ac hidrolisar a acetilcolina liberada pele terminal nervoso motor
(WEINBERG & HALL, 1979), a S-lamimina, a agrina, proteina necessaria para a
diferenciagio pos-sinptica (SANES & LICHTMAN, 1999); o indutor de atividade do
receptor de acetilcolina (ARIA) (GOODEARL ef al., 1995; JO et al., 1995); a colagenase

tipo III e IV; o heparan sulfato e o fator de crescimento de fibroblastos.

1.4 OXIDO NITRICO SINTASE NEURONAL

A nNOS foi primeiramente caracterizada e purificada em cerebelos de ratos e
porcos (MAYER. ef al, 1990; BREDT & SNYDER, 1990; SCHMIDT ef al., 1991) ¢
posteriormente, também em células epiteliais, células da macula densa e fibras musculares
(CHAQ ef al 1997). A nNOS provavelmente tem papel importante nio somente nas

fungBes fisioldgicas neuronais, tais como liberagBo dos neurotransmissores,
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desenvolvimento neural, regeneracfc, plasticidade sinaptica e regulagfo da expressdo do
gene, como também em uma variedade de doencas neurologicas (YUN ef al,, 1997).

Nas fibras musculares a nNOS se¢ encontra no sarcolema extra-juncional,
interagindo com outras proteinas associadas a distrofina, especificamente ligada a «l-
sintrofina através de interacles do tipe PDZ (GROZDANOVIC & BAUMGARTEN,
1999). InteragBes tipo PDZ sic dominios onde ocorrem ligacBes especificas entre
moléculas envolvidas em vias de transmissdo de sinais, funcionando como um modulo de
reconhecimento de proteinas nos sitics de comunicagic célula-célula (HILLIER ef 4,
1999). O termo PDZ ests relacionado ao nome de trés proteinas onde esses dominios foram
imicialmente identificados: proteina 95 da densidade pés-sindptica (PDZ-95), proteina do
disco largo da juncdo septada de Droesophila (Dig) e proteina 1 da zona ocludens (ZO-1}
das jungdes tipo tigh do tecido epitelial (CHO ef al, 1992). O complexo distrofina-
glicoproteinas também € encontrado no compartimento pos-sinaptico da JNM (BERTHIER
& BLAINEAU, 1997).

Alguns trabalhos demonstraram que a expressfio da nNOS esta ausente ou reduzida
no sarcolema de pacientes com DMD (BRENMAN et af., 1995; GROZDANOVIC et al.,
1996), o que levou 2 hipdtese dg que a nNOS possa participar da patogénese da DMD

(GROZDANOVIC & BAUMGARTEN, 1999).
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1.4.1 OXTDO NITRICO SINTASE

A 6xido nitrico sintase (NOS) existe em miltiplas isoformas. As trés isoformas mais
estudadas s&o; a Oxido nitrico sintase neurcnal (nNOS ou NOS 1), a oxido nitrico sintase
induzida (iINOS ou NOS II) e a oxido nifrico sintase endotelial (eNOS ou WNOS I
(BREDT & SNYDER, 1994).

A nNOS ¢ a eNOS sfo constitutivas, estimuladas somente por calcio intracelular via
calmodulina (DAWSON & SNYDER, 1994; FORSTERMANN ef ol 1994; NATHAN &
XIE, 1994).

Na maioria dos mamiferos as trés isoformas da NOS foram encontradas nos
musculos estriados esqueléticos (FORSTERMANN er al,1998). Foi observado que a
nNOS esta presente no sarcolema das fibras musculares (GROZDANOVIC &
BAUMGARTEN, 1999), mas ainda nfo esta claro sobre a sua localizagfic na juncioc
neuromuscitlar (JNM). Quanto a eNOS, esta foi encontrada no sarcoplasma e mitocondrias
das fibras musculares de ratos, sendo sugerido que o NO produzido por ela provoca
reducdo da taxa de liberagio de calcio e diminuigio da for¢a contréatil, como na musculatura
vascular (KOBZIK ef al., 1995, TEWS et al, 1997). Referente a iINOS, foi encontrada uma
pequena quantidade desta isoforma nos musculos esqueléticos de humanos (PARK et ai.,
1996) e no sarcolema pés-sinaptico da JNM de humanos e ratos {YANG ez al., 1997), mas
discute-se que sua sintese possa ter sido induzida por citoquinas, inflamagdes e outros
processos patolégicos (WILLIANS ef al., 1994; YANG ef al., 1997).

Através da NOS ocorre o mecanismo de formagio do dxido nitrico (NO), com
consumo de cinco elétrons. A NOS cataliza a oxidagdo do grupo guanidina da L-arginina
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resultando na formacdo de citrulina e NG, de maneira Ca*'/calmodulina dependente

(SCHUMAN & MADISON, 1994).

1.4.2 OXTDO NITRICO

O éxido nitrico (NO) € um gas permeante da membrana que difunde-se rapidamente
pelas células vizinhas. E considerado uma molécula mensageira que regula uma variedade
de funcdes celulares (SNYDER, 1992; MONCADA ef ol 1991, IGNARROQ, 1990} A
maioria das acBes do NO sfo mediadas através da estimulagiio da guanilil ciclase, enzima
que cataliza a conversdo de guanosina trifostato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) (CHAO et al., 1997).

Estudos demonstraram gue no sistema cardiovascular o NO provoca o relaxamento
dos vasos sanguineos (MONCADA ef af, 1991), no sistema imune € responsavel pelos
efeitos bactericida dos macrofigos e leucocitos (HIBBS ef al., 1988; NATHAN & HIBBIS,
1991), provoca relaxamento do musculo liso (PALMER ef al., 1987) ¢ também tem sido
relacionado a diversos estados patoldgicos como o chogue séptico, hipertensio, acidentes
vasculares cerebrais e doencas neurodegenerativas (para revisdo ver BREDT & SNYDER,
1994).

O NO também ¢ produzido nc misculo esquelético (NAKANE ef al, 1993;
KOBZIK et al., 1994). Estudos prévios demonstraram os efeitos bioquimicos ¢ funcionais
do NO no musculo esquelético, incluindo efeitos na forga contratil (KOBZIK er al., 1994),

modulagio da fungio mitocondrial (SCHWEIZER & RICHTER, 1994; CLEETER ef al,
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1994) e limitacdo do consumo de oxigénic (KING ef al, 1994). Todavia, o mecanismo
basico da agdo do NO nfo esta perfeitamente compreendido,
Devido ao fato do NO ser um gas, a evidéncia de sua produciic ¢ obtida através da

identificacio da éxido nitrico sintase (NOS) (KUSNER & KAMINSKI, 1996).

1.5 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

A distrofia muscular de Duchenne foi primeiramente descrita por MERYON (1852)
e DUCHENNE (1868} ¢ ¢ considerads a mais devastadora das distrofias musculares,
afetando aproximadamente uma em cada 3500 criancas do sexo masculino.

A presenga da doenga ¢ evidenciada por alto nivel de creatina quinase e necrose da
fibra muscular. Apesar de existir no periodo neonatal, raramente apresenta-se na infincia
(PRELLE et al., 1992, ARIKAWA ef al,, 1991). Embora peso e altura sejam normais ao
nascimento, subsegilentemente o crescimento da crianga € lento.

Os sinais precoces mais comuns apresentados pelas criancas com DMD sio a
dificuldade em correr, subir escadas ¢ quedas freqiientes (FIRTH ef o/, 1983). No periodo
de 3 a 5 anos de idade 2 crianga comeca a apresentar intensa fraqueza muscular. E uma
doenga progressiva que evolui com perda severa da musculatura, aumento do tecido
conjuntivo fibroso intersticial e tecido adiposc. Aproximadamente aos 20 anos de idade o
paciente vai a obito, freqiientemente devido a problemas respiratorios.

Acredita-se que a patogénese da DMD est$ relacionada com uma anormalidade da
membrana da fibra muscular, a qual permite a saida de enzimas intracelulares e o ingressc

de célcio (OBERC & ENGEL, 1977; BODENSTEINER & ENGEL, 1978; MAUNDER &f
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al, 1980). O acumulo de calcio € um fator importante na evolucio da degeneragdo
muscular (WROGEMANN & PENA, 1976; EBASHI & SUGITA, 1979). Um aumento
elevado na concentragio de calcio em bidpsias de musculos de pacientes com DMD tem
sido extensamente reportado (BODENSTEINER & ENGEL, 1978, MAUNDER ef o/,
1980; JACKSON ef gl 1985) Outras alteracBes histopatologicas importantes sfo miltiplos
foces de necrose associados a intenso infiltirado inflamatério, fagocitose e regeneragio
parcial das fibras musculares.

Hoje sabe-se que a DMD € uma doenga recessiva ligada ao cromossomo X, pois 56
afeta individuos do sexo masculino. Sua anormalidade genética estd presente no braco curto
do cromossomo X (locus Xp21.1) cujo produto normal € uma proteina denominada
distrofina. Devido ao tamanho e complexidade do gene, ¢ bastante elevada a taxa de
mutacio, delegdes ou duplicagdes (HOFFMAN, 1996). Isto resulta na leitura errada e/ou
parada prematura da transcricio génica e codificagdo anormal da proteina, tornando-a

instavel e facilmente degradada por proteases enddgenas.
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1.5.1 DISTROFINA

A distrofina é uma proteina de peso molecular de 427 kDa. Sua moleécula ¢ formada
por uma tripla hélice de 2700 aminoacidos. Apresenta semelhancas estruturais com outras
proteinas associadas ao citoesqueleto tais como a espectnna, o actinina, taling, vinculina e
paxilina (SEIXAS ef al, 1997). E encontrada 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.

O complexo distrofina-glicoproteinas é constituido por proteinas sarcolemais ¢ ¢
expresso em alta concentragic no musculo estmado (CAMPBELL & KAHL, 1989
ERVASTI & CAMPBELL, 1991) Os componentes integrais deste complexo incluem: a
distrofina, que liga-se a actina ¥ (HOFFMAN et al, 1987, RYBAKOVA e al,, 1996,
RYBAKOVA & ERVASTI 1997); a g-distroglicana ¢ a B-distroglicana, que encontram-se
ligadas ao dominioc G da laminina 2 e 2 uma parte da distrofina mais rica em cisteina
(JUNG et al., 1995), respectivamente; as sintrofinas, proteinas intracelulares que ligam-se
ao terminal C da distrofina (YANG ef al, 1995); uma proteina que apresenta quatro
dominios transmembrana, denominada de sarcospan (CROSBIE ef al, 1997); e as
sarcoglicanas (NIGRO et al., 1996, JUNG ef al, 1996). O complexo de sarcoglicanas
consiste de quatro proteinas ftransmembrana denominadas de a-sarcoglicana, -
sarcoglicana, y-sarcoglicana e O-sarcoglicana, as quais estdo ligadas a P-distroglicana
(SUNADA & CAMPBELL, 1995; NIGRO ez al,, 1996; JUNG et al., 1996). Em adi¢80 a
laminina 2 e actina F ha evidéncias de que a ¢xido nitrico sintase neuronal (BRENMAN ef

al, 1995) e uma proteina chamada distrobrevina (BLAKE ef ol, 1996, SADCULET-
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PUCCIO er al., 1997) também interagem com os componentes do complexo distrofina-
glicoproteinas (Figura 1A).

Em estudos subsegiientes revelou-se que a distrofina também esta particularmente
concentrada na juncio neuromuscular (Figura 1B) de mamiferos e na membrana pos-

sinaptica da eletroplaca do Torpedo marmorata (JASMIN ef al, 1990; YEADON ef al,

1991; para revisdo ver BERTHIER & BLAINEAU, 1597).
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Figura 1

{A) Complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema extrajuncional. Os componentes
integrais do complexo estdo indicados por elipses vazias ¢ as proteinas que estao associadas
a este complexo estdo sombreadas. Adaptado de Lim e Campbell, Curr. Op. Newrology, 11,
p. 443-452, 1998,

(B) Complexo distrofina-glicoproteinas na jungZo neuromuscular. CT: dominio carboxi
terminal, CR: dominio rico em cisteina ¢ N: dominio amino terminal. Adaptado de Sunada
e Campbell, Curr. Op. Neurology, 8, p. 379-384, 1995
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Estudos com fibras musculares de pacientes com DMD demonstraram que a
deficiéncia de distrofina no sarcolema (BONILLA ef al., 1988) é acompanhada pela perda
das proteinas associadas a distrofina (ERVASTI ez al., 1990), o que suporta 2 hipdtese de
que a desintegraciic do complexo distrofina-glicoprotefnas induz uma ruptura da unido
entre o citoesqueleto da membrana e a matriz extracelular ¢, consegiientemente, necrose da

fibra muscular (ERVASTI & CAMPBELL, 1993; MATSUMURA & CAMPRELL, 1994).

1.5.2 MODELOS EXPERIMENTAIS

A deficiéncia de distrofina também é encontrada em varias espécies animais, tais
como cles, gatos e camundongos (GASGHEN et al, 1992; MATSUMURA &
CAMPBELL, 1994; VALENTINE ef al, 1986). Nos cies a doenga parece ser mais severa
¢ de evolugdo mais rapida que em humanos (PASTERNAK ez al., 1995). Nos gatos, apesar
de apresentar um processo de fibrose mais brando, desenvolve hipertrofia muscular
exagerada, com evolugBio geralmente fatal (GASGHEN er al., 1992). Nos camundongos a
fibrose do tecido muscular € mais moderada e ¢ processo de regeneragio maior,

Estudos genéticos demonstraram que nos camundongos mdx o gene afetado é
homélogo ao dos pacientes com DMD. O mutante mdx foi inicialmente identificado na
colonia de camundongos CS7BL10/ScSn, apresentando niveis elevados das enzimas
musculares piruvatoquinase e creatinoquinase (LEFAUCHEUR ef al, 1995). Tal como os
humanos com DMD, os camundongos mdx também apresentam auséncia de distrofina.
Ultraestruturalmente ha algumas diferencas evidentes entre a patologia dos camundongos

mdx ¢ da DMD. Desta forma, apesar dos camundongos apresentarem intensc infiltrade
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inflamatorio nas areas de mionecrose, diferem da distrofia humana por nfo apresentar
fibrose intensa e deposito de tecido adipose na maioria dos tecidos musculares esqueléticos;
machos ¢ fémeas sfc afetados e os musculos do mdx regeneram sucessivamente apés
necrose. Emmbora apresente algumas caracteristicas diferentes em relagBo a miopatia

humana, em termos de severidade e persisténcia da miopatia, o camundongo mdyx € valioso

como um modelo para DMD.

1.6 PRINCIPIOS DA MICROSCOPIA CONFOCAL

O sistema optico confocal foi descrito por MARVIN MINSKY (1957), durante seu
pos-doutorado na Universidade de Harvard (USA). Entretanto, o sistema éptico confocal s6
foi largamente aplicado com o progresso do armazenamento e processamento da imagem
digital.

O principio éptico basico da microscopia confocal € simples (Figura 2). A lente
focaliza 2 luz (emitida ou refletida) no detector (célula fotoelétrica). O pinhole (pequeno
orificio posicionado no eixe do microscopio, em frente ao detector) impede a luz
proveniente de planos sem foco {acima ou abaixo do plano em foco - linhas pontithadas)
atingir o detector. Somente a luz vinda de planos em foco (linhas continuas) atravessa ¢
pinhole, e € detectada. Todas as informagdes vindas de plano sem foco sio exchuidas, ndo
contribuindo para a formagdo da imagem, melhorando assim a resolugdo do microscépio

(LENZI et al, 1996). Os sinais captados pelo detector subsequentemente s3o usados para

gerar uma imagem digital do espécime, em um monitor.
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|
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Figura 2. Principio da microscopia confocal. Somente informagdes vindas de planos com
foco sio detectadas. Informacdes provenientes de planos sem foco sdo bloqueadas pelo
pinhole e desta forma, ndo sio registradas pelo detector. Adaptado de Tekola et al,

Progress in Pathology, p. 12-21, 1994,

O microscopio de varredura laser confocal € produto do desenvolvimento de varas
ireas, tais como a fisica ¢ a computagdo. Inclui objetivas de grande abertura numérica,
melhorando a resolucfio das imagens; Optica com luz laser inclusive com varredura de
imagens, proccssamento computacional de dados e computaglo grafica (LENZI et al.,
1996).

A microscopia de varredura laser confocal provocou verdadeira revolugdc na
miscroscopia optica de fluorescéncia. Permite, entre outros recursos, realizar tomografia e
reconstrugbes tridimensionais de uma grande variedade de espécimes biologicos, em
diferentes preparagdes (LENZI ef al, 1996). Permite também realizar cortes Gpticos
seriados de espessura variada (para as juncdes neuromusculares sdo feitos cortes de 1.5 2 2

pm, em média) resultando em methor resolugio das imagens. O esquema da Figura 3,
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mostra os planos focals (1 e 2) em que cortes opticos podem ser realizados com ©
microscépio confocal na jung@o neuromuscular. Normalmente esses cortes sdo realizados a

partir da porgdo mais profunda (2), em direco a mais superficial (1)

Vesicutas ¢
Sirapticas @ -—Axfnio

- Mitocondnias

Sibra : Dobra
TIfE - St Ui 3 .
Muscular Juncional

Figura 3. Esquema da junglio neuromuscular mostrando os planos focais em que cortes
opticos podem ser realizados. No corte numero 1 € esperado observar somente as sstruturas
que fazem parte do compartimento pré-sindptico e no corte 2 esperamos um predominio da

marcacio dos AChRs. Adaptado de Drachman, Trens. Newrosci., 6, p.446-451, 1983,
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Acetylcholine receptors and neuronal nitric oxide synthase distribution at the neuromuscular

junction of regenerated muscle fibers.

Abstract

We investigated whether the changes in acetylcholine receptor (AChRs) distribution and
neuronal nitric oxide synthase (nNOS) expression reported for the skeletal muscle of mdx
mice were a consequence of muscle fiber regeneration rather than of the absence of
dystrophin. Degenerative-regenerative changes in muscle fibers of the sternomastoid muscle
of normal mice were induced by injecting lidocaine hydrochloride. Twenty-one days later,
AChRs were labeled with alpha-bungarotoxin and nNOS with anti-nNOS antibody and
observed under a confocal microscope. AChRs were distributed in continuous branches in
normal fibers. Regenerated fibers showed disruption of AChRs distribution similar to that
seen in mdb. This suggests that changes in AChRs distribution seen in mdx were probably a
consequence of muscle fiber degeneration-regeneration, rather than a symptom of dystrophin
deficiency. Conversely, there were no changes in nNOS distribution and expression in

normal regenerated fibers, suggesting that the decrease in nINOS expression reported for

mdx mice might be attributed to the absence of dystrophin.

Key words: acetylcholine receptors; neuronal nitric oxide synthase; neuromuscular junction;

regenerated muscle fibers; confocal microscopy; mdx mice.
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Introduction

Mdx mutant miice, which carry 2 point mutation on the X-chromosome™ have a
profound deficiency of the membrane-associated protein, dystrophin’'. These animals also
display acute muscle fiber necrosis followed by regeneration®.

In normal skeletal muscle, the protein dystrophin is closely associated with plasma
membrane glyc:opre:rneins6 and may be involved in the stabilization of the sarcolemma.
Neuronal nitric oxide synthase (nNOS) is a dystrophin-associated protein®’, that is directly
linked to syntrophin, another component of the muscle fiber membrane {(for a review see
Grozdanovic & Baumgarten, 1999)"°. nINOS accumulates at the extrajunctional sarcolemma
and at the postsynaptic membrane of the neuromuscular junction” and a decrease in nNOS
expression had been reported in mdx animals™’,

Changes in the distribution of acetylcholine receptors (AChRs) have been reported at
the neuromuscular junction of mdx mice'®, but may be a secondary consequence of muscle
fiber necrosis and regeneration, rather than a direct consequence of dystrophin
deficiency'*?*. These observations suggested that the decreased concentration of nNOS in
the junctional and extra-junctional sarcolemma of dystrophic muscles could also be a
secondary consequence of muscle fiber necrosis and regeneration.

In this study, we investigated whether normal regenerated muscle fibers that express
dystrophin show any changes in nNOS expression and AChR distribution. Degenerative-
regenerative changes were induced in normal muscle fibers of mouse sternomastoid muscle

by injecting a local anesthetic. Fluorescence confocal microscopy showed that the AChRs of
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regenerated muscle fibers had a distribution very similar to that seen in dystrophin-deficient

fibers of mdx mice, but with no changes in nNOS expression.
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Materials and Methods

Armmals
Male and female aduit Balb/c mice (7 months old) were used. The animals were

housed according to Institutional gundelines and had access to food and water ad libitum.

Intramuscular injection of lidocaine hydrochloride

The mice were anesthetized with a mixture (1:1) of ketamine hydrochloride (Ketalar,
Parke-Davis) and thiazine hydrochloride (Rompun, Bayer) at a dose of 0,02 &/ ml. The
ventral surface of the neck was shaved and a midline incision was made from the apex of the
mandible to the sternal notch. The left sternomastoid (STN) muscle was exposed by lateral
reflection of the salivary glands and received two intramuscular injections of lidocaine
hydrochloride (30 ul each). The contralateral side served as a control. The skin was sutured
with interrupted Ethicon 5.0 sutures and the wound then carefully cleaned. The STN muscle
was used since the normal pattern of AChRs distribution is well known for this muscle®'®. In
addition, it is a thin and flat muscle suitable for whole mount preparation and observation on

the confocal microscope’”.

Light microscopy

Seven (n=3), 14 (n=5) and 21 (n=5) days after lidocaine injection, the STNs were
removed and stained with hematoxylin and eosin (HE) for evaluation of muscle fiber
regeneration. Briefly, the mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of chloral

hydrate (0.6 mg/kg) and perfused intracardially with PBS. The STNs were removed, fixed
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overnight in 10% formaldehyde, dehydrated through an ethanol series and embedded in
paraffin. Transversal sections 6 um thick were stained with HE and examined with a fight
microscope (MNikon-Optiphot-2) connected to 2 Hamamatsu video-camerz and a Sony
monitor. The number of normal and regenerated (indicated by the presence of central cell
nuclei) muscle fibers was counted using a hand counter. The 21-day end point was chosen
since after this time 90% of the fibers had regenerated and returned to their initial size and

less inflammatory infilirate was present.

Confocal microscopy

Twenty-one days after lidocaine injection, the mice (n=5) were anesthetized with an
intraperitoneal injection of chloral hydrate and perfused intracardiacally with PBS followed
by freshly prepared cold fixative (4% formaldehyde in PBS). Right and left STN muscles
were removed, placed in a sylgard dish and washed with PBS. The muscles were incubated
with rhodamine-alpha-bungarotoxin (Rh-BTX; Molecular Probes, 1 pg/mi) for receptors
and anti-nNOS (Sigma; 1:500 in blocking solution) followed by anti-mouse IgG-fluorescein
(Sigma; 1:500), for nNOS staining. After washing with PBS, the muscles were mounted in
DABCO (mouting media for fluorescence microscopy, Sigma) with DAPI (Sigma; a DNA
stain for nuclei) and then observed with a confocal microscope.

A dual-channel BioRad laser confocal system (MRC 1024UV) mounted on an
Axiovert 100 Zeiss inverted microscope and equipped with Ar-Kr and UV lasers was used.
A wavelength of 568 nm was used to excite the thodamine-labeled receptors, 488 nm was
used to excite fluorescein and 351 nm was used to excite DAPIL. The settings for contrast,

brighiness and iris diameter were adjusted and kept constant during all obervations of
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control and injured muscles. Two Zeiss microscope objectives, a 40X 1.4 NA water
immersion objective and a 63X 1.4 NA oil immersion objective, were used for confocal
imaging. The “Processing” software from BioRad confocal system was used to measure the
pixel value {mean * SD) in the green channel (nNOS) for each image taken from controls
and lidocaine-treated muscles, to give a quantitative data about nINQS flucrescence signal in

both groups. Pixel value is setup within a range of zero to 255.
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Results

Histological findings

Seven days after lidocaine injection, regenerative process was predominant and there
were no signs of ongoing necrosis. Cross-sections showed that the regenerating muscle
fibers had small diameter, basophilic cytoplasm and centrally placed nuclei (Fig.1A). The
latter showed loose chromatfin and prominent nucleoli. Regenerating fibers were most
numerous near the surface of the muscle, although they also ocecurred to a depth of one-third
of the muscle thickness.

The regenerating fibers returned almost to their initial size 21 days afier the injection
(Fig 1B). At this time, most of the fibers had dense and still centrally placed nuclei. As
expected, inflammatory infiltrates surrounding the regenerated fibers was more abundant at

7 days after lidocaine injection than at 21 days.

Confocal microscopy findings

AChRs and cell nuclei distribution in normal fibers

In normal fibers, AChRs were distributed in regular and continuous branches
(Fig 2A). Muscle fiber nuclei labelled with DAPI were distributed along the edges of the
fibers. About 7-10 cell nuclei possibly belonging to Schwann cells or representing endplate

nuclei, were regularly seen grouped in the endplate region (Fig.2B).
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Distribution of AChRs and cell nuclei in regenerated fibers of Hdocaine-treated versus
dystrophin-deficient muscles

Twenty-one days after lidocaine injection, almost all of the regenerated fibers (n=75
out of 80) showed ACHRs distributed in clusters or small islands (Figs. 3AB; 4). These
clusters were about 3.5 um in diameter and appeared to result from breakdown of the
original branches. In most of the neuromuscular junctions, the AChRs islands were delimited
by a bright outline with a dimmer central area resembling a hole in the center (Fig. 3B). This
pattern of AChR staining was also observed in almost all of the dystrophin-deficient fibers of
mdx mice (n=78 out of 80; Fig.5A).

The nuclei of lidocaine-treated regenerated fibers were located cenmtrally although
some nuclei, possibly belonging to terminal Schwann cells in the presynaptic region, were
seen grouped in the endplate region (Figs. 3C,D). An apparent increase in the number of cell
nuclel was observed in lidocaine-treated (Fig. 4) and mdx (Fig. 5C) muscles when compared

to non-injected muscle fibers (Fig. 2B).

nNOS distribution and expression in normal versus lidocaine-treated regenerated fibers

In control and lidocaine-treated muscles, iNOS immunolabeling was associated with
the extrajunctional sarcolemma and overlying AChRs (Figs. 2C and 4) and with
intramuscular trunks that branched over the endplate region (Fig. 4). Cell nuclei in the
presynaptic region and intramuscular trunks were usually surrounded by aNOS
immunolabeling (Fig. 4). There was no difference in nNOS expression between normal and

regenerated muscle fibers as seen qualitatively (Fig. 6) or quantitatively, by measuring the
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pixel value in the green charmel of controls (40,6 + 5,6, n=6) and lidocaine-treated muscles

(41,3 £7,0, n=6).
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Trscussion

A number of experimental procedures are available to induce muscle fiber
degeneration and regeneration, including crushing, ischemia, cold and heat injury and
transplantation. However, the resulting regenerating fibers are not homogeneous in their
distribution nor is their morphology reproducible because supporting tissues are
simultaneously damaged'®,

Several local anesthetics, inchuding lidocaine, induce muscle fiber necrosis, possibly
by allowing extracellular fluid to emter the sarcoplasm, leading to extensive Ca”" ion
accumulation, myofibrillar hypercontraction and necrosis’. Typically, this myonecrosis is
followed by fiber regeneration, since satellite cells are well preserved and can be recruited
for regeneration. In addition, the vascular supply and the connective tissue are unaffected'®,
thus allowing rapid regeneration of the muscle. Using lidocaine injections, it was therefore
possible to induce degenerative-regenerative changes in normal muscle fibers by mechanisms
similar to those that occur in mdx fibers, making this a suitable model to compare the resﬁlts
with those obtained from dystrophin-deficient fibers.

The sequence of morphological changes observed after lidocaine injection was
similar to that reported for local anesthetics in other muscles™™. Thus, STN regenerated
fibers appeared around 7 days after the injection of anesthetic and was essentially complete
after 21 days. At this point, most of the fibers had centrally placed cell nuclei stained for
DNA with DAPI (see Figure 3). Using this approach it was possible to distingunish
neuromuscular junctions that really belonged to regenerated fibers, an observation not

always possible with other techniques.
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AChRs are anchored at the neuromuscular junction through a cytoskeletal network
with one of the important proteins involved being dystrophin. The C terminus of dystrophin
binds to glycoproteins that contain transmembrane components and link the subsarcolemmal

cytoskeleton to the basal lamina™'™*°

. In normal adult muscle fibers, AChRs are usually
distributed in continuous branches™®"”. Since AChR stability and distribution are associated
with cvtoskeletal anchoring, this normal adult pattern is lost in dystrophin-deficient fibers.
However, since such changes were observed in regenerated muscle fibers of mdx mice, they
were considered to be a consequence of muscle fiber degeneration-regeneration instead of
an absence of dystrophin'*?.

No studies so far have addressed the question of whether a normal regenerated fiber
would show AChR changes comparable to those seen in regenerated dystrophin-deficient
mdx fibers. In this work, regenerated fibers from lidocaine-treated muscles showed AChRs
in small clusters a few um in diameter, in a pattern similar to that seen in mdx mice {compare
Figures 3 and 4 with Figure 5). Once again, confocal microscopy proved useful for
examining AChR distribution and cell nuclei position, in relation to regenerating fibers. That
normal regenerated fibers exhibited the same pattern of AChR distribution as seen in
dystrophic regenerated fibers, suggests that dystrophin deficiency in mdx mice apparently
has little direct or immediate effect on AChR distribution.

This suggestion is contrary to a previous in vitro teport stating that dystrophin is
required for the remodeling and/or maintenance of neuromuscular junction in regenerating
mdx muscle fibers”. The discrepancy between our suggestion and that of Kong and
Anderson {1999) probably reflects the fact that they studied only mdx fibers and did not use

normal regenerated fibers as controls. The comparison of regenerated normal and mdx fibers
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was also used by Koltgen & Franke (1994) to show that the occurrence of embryonic
ACHRs in adult mdx muscles is a consequence of muscle fiber degeneration-regeneration,
rather than of the absence of dystrophin. In our opinion, comparison with normal
regenerated controls is necessary to correctly understand the biclogy of mdx fibers.

Compared to normal fibers, regenerated fibers showed no changes in the intensity or
distribution of nNOS fluorescence in the extrajunctional and junctional sarcolemma (see
Figure 6). It is known that atNOS does not bind directly to dystrophin, but is linked to the
syntrophin complex of proteins, which are part of a dystrophin-associated group’. Thus, we
raised the question of whether the nNOS deficiency reported for the mdx *” could also be &
consequence of muscle fiber degeneration-regeneration. QOur results suggest that the
decrease in nINOS expression reported in mdx mice is in fact related to the absence of
dystrophin and not a consequence of muscle fiber degeneration-regeneration. This
conclusion agrees with studies showing that proteins which are part of the dystrophin-
complex, such as nNOS, are affected by a dystrophin deficiency®”. In addition, our results
suggest that a deficiency of nNOS in mdx mice has no effect on AChR distribution, even
though nNOS is part of the junctional cytoskeletal network”

Although the functions of dystrophin and nNOS in muscle cells remain unclear, our
findings indicate that neither molecule plays an essential role in maintaining a normal AChR
distribution at the adult neuromuscular junction. We hypothesize that regenerated muscle
fibers, whether they are dystrophin-deficient or not, have some features that affect the
normal organization of AChR molecules. For instance, the junctional basal lamina, which is
maintained during fiber degeneration, is important for the correct reestablishment of

innervation and, hence, for reorganization of the junction” . Thus, one possibility would be
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that because of the proliferation of connective tissue during fiber degeneration, the
junctional basal lamina looses its ability to re-orientate the formation of the junctional
apparatus and synapses are formed in slightly different areas than they were originally.
Anocther possibility would be that the smaller diameter of the regenerated fibers would lead
ACHR branches to collapse. However, this seems unlikely since 21 days after lidocaine
injection, the muscle fibers had almost attained their original size and still displayed
disrupted receptors.

It is known that some of the neuromuscular junction molecular organization, such as
AChR synthesis and asserably, result from the expression of genes in motor endplate muclei
clustered in the postsynaptic regéoaﬁ. These nuclel may become free and centered on a
regenerated muscle fiber, in a manner similar to muscle fiber cell nuclei, leading to disruption
of the AChR insertion into the postsynaptic membrane. The observation of centralized
muscle fiber nuclei very close to the endplate boundaries or even within the endplate region
(see Figures 3 and 4 for normal regenerated fibers and Figure 5 for mdx regenerated fibers),
suggests that motor endplate cell nuclei may also become centered. However, it is unclear
whether this condition can alter AChR distribution.

In conclusion, the requirements for AChR organization in muscle regeneration seem
to be the same whether dystrophin is present or not. In studies of mdx muscle, normal
regenerated fibers should be included as an additional control since the abnormalities in the
former may be related to muscle fiber necrosis and regeneration, rather than to a direct effect

of dystrophin deficiency.
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LEGENDS

Figure 1. Regenerated muscle fibers from STN muscle 07 days (A) and 21 days (B) after
lidocaine treatment. In A and B, regenerated muscle fibers {arrow) with central cell nuclei.
In A, note the presence of fibrosis (asterisk). In B, cell nuclel are pyknotic. Scale bar; 80

pm.

Figure 2. AChRSs (A), nuciel (B) and nNOS immunolabeling (C) in a neuromuscular junction
of 2 normal fiber. In A, AChRs are distributed in continuous branches (arrow). In B, muscle
fiber nuclei {arrow heads) and cell nuclei at the presynaptic region of the endplate (arrow).
In C, nNOS labeling is seen covering AChRs, at the presynaptic region (star) and at the

extra-junctional sarcolemma (arrow head). Scale bar: 50 pm.

Figure 3. AChRs (A B} and cell nuclei (C,D) of a regenerated muscle fiber, 21 days after
lidocaine treatment. The same endplate region and muscle fiber are seen in all four panels. In
A, C and D, the edge of the fiber is marked by an arrow on the left. Note that AChRs are
distributed in islands or clusters. AChRs islands typically display a brighter outline and 2
dimmer central area {(arrow in B). In one focal plane, cell nuclei are seen grouped at the
presynaptic region of the endplate (arrows head - C); in a deeper focal plane, central cell

nuclei are seen (arrows head - D) in the same muscle fiber. Scale bar: 20 yum.

Figure 4. AChRs (red), cell nuclei (blue) and nNOS (green) labeling in regenerated muscle

fibers, 21 days after lidocaine treatment. Note that receptors are broken (short arrows) and it
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was possible to see nuclei centrally placed (arrow heads), indicating a regenerated muscle
fiber. nNOS distribution was seen in intramuscular nerve trunks that branched over the
receptors (long arrows). Cell nuclei associated to nNOS immunolabeling were seen
(asterisks). nNOS labeling at the extrajunctional sarcolemma was observed {(open arrow).

Scale bar: 30 um.

Figure 5. AChRs (AB) and cell nuclei (C) distribution in mdx fibers. In A, note that AChRs
islands show a brighter outline and a dimnmer central area (arrows), in a very similar pattern
seen in regenerated muscle fibers. In B, the same nmj of A in lower magnification; receptors
are saturated because brighiness and iris settings were increased so that muscle fiber
striations could be seen. In C, note that broken receptors (arrows) belong to regenerated

fibers, given the presence of central cell nuclei (arrow heads). Scale bar:20 um.

Figure 6. Overall view of control (upper panel) and lidocaine-treated muscle fibers, 21 days
after treatment {lower panel). AChRs {arrows) and nNOS immunolabeling. No changes in

FITC-fluorescence signal, from nNOS, were qualitatively seen. Scale bar: 50 um.
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ABBREVIATIONS

ACHR = acetyicholine receptor

nNOS = neuronal nitric oxide synthase
STN = sternomastoid muscle

NMJ = neuromuscular junction

PBS = phosphate buffer solution

DAPI = 4’ 6-diamidino-2-phenylindole
DABCO = 1, 4-diazabiciclo [2.2.2.] octano

Rh-BTX = rhodamine-aipha-bungarotoxin
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Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.



AChRs and nNOS in regenerated muscle

Lh



e

.é?&.ma&%%ﬁ@.ﬁ

i,

sl v
R g

i g
38

Wi,




3. CONSIDERACOES FINAIS
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Distribuicio dos AChRs em fibras regeneradas

No presente trabalho observamos que a distribuicio dos AChRs estava alterada nas
fibras regeneradas em relagc aoc padrZo normal. As fibras musculares regeneradas dos
animais normais exibem o mesmo padrEo de distribuicio dos AChRs observade em fibras
regeneradas distréficas, ou seja, os bragos juncionais encontram-se fragmentados
originando ilhas de receptores. Isto sugere que a deficiéncia de distrofina nos animais mdx
pode ndo ter efeito direto na alteragfio do padrio de distribuicio dos AChRs.

Nossa sugestio nfo esta de acordo com a proposta de KONG e ANDERSON (1999)
que utilizando culturs de eélulas, sugeriram ser a distrofina necessaria para a remodelaciio
e/ou manutencdo da estrutura da INM nas fibras musculares regeneradas dos animais md,
embora ndo o seja durante o desenvolvimento normal. Estes autores entretanto estudaram
somente fibras regeneradas de animais mdx e ndo utilizaram fibras regeneradas de animais
normais para comparar seus resultados.

Nossos resultados sugerem que fibras musculares regeneradas possuem
caracteristicas que afetamn a organizagio normal dos AChRs, independente de serem
distréficas ou ndo.

A ldmina basal juncional poderia ser uma dessas caracteristicas. Ela € mantida
durante a degeneracdo da fibra e € importante para o reestabelecimento correto da
inervacdo e portanto, para a formacfio da jungio (SANES & CHIU, 1983; WERNIG &
HERRERA, 1986). Uma possibilidade seria a de que a ldmina basal juncional, devido a
proliferacio de tecido comjuntivo durante a degeneracdo da fibra, perderia sua habilidade
para reorientar a formacio do aparato juncional e sinapses sdo formadas em outras areas,

que ndo s8o a sua original.
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Qutra possibilidade poderia ser que devido ac menor diimetro das fbras
regeneradas, os bragos de AChRs retraissem. Entretanto, nés observamos que 21 dias apos
a aplicac@c da xilocaina, as fibras musculares quase atingiram seu tamanho original.

Finalmente, sabe-se que os AChRs sio sintetizados pelos micleos da placa motora
(SIMON ef al., 1992) e poderia ser possivel que, assim como os nicleos da fibra que
migram da periferia para a regifio central, esses nicleos também alterassem sua localizago,

e isto promoveria a alterago no padrio de distribuig8o dos AchRs.

Expressiio da nNOS em fibras regeneradas

Quanto a nNOS, observamos que ndc houve alteracdio de sua expressic e
distribuicio em fibras musculares regeneradas quando comparadas com fibras normais.
Nossos resultados sugerem que a diminuigio da expressio da nNOS nos animais mdx esta
de fato relacionada com a auséncia da distrofina e nfio € uma conseqii€ncia da degeneragfo-
regeneragdo da fibra muscular. E isto esté de acorde com outros trabalhos que relatam que
proteinas que fazem parte do complexeo-distrofina, assim como a nNOS, sdo afetadas pela

deficiéncia da distrofina (ERVASTI e a/., 1990; OHLENDIECK & CAMPBELL, 1991).
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