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RESUMOD
A distrofia muscular de Ducheane (DMD) € uma miopatia ligada a0 cromossome X, provocada pela
auséncia de distrofina, uma proteina da membrana da Bbra muscular esquelética, cuja Runcio esta
relacionada & manutencio da estgbilidade do sarcolema. A auséneiz de distrofing, altera 2 imtegridade
estrutural do sarcolema fazendo com que a fibra muscular sofra necrose e posterior regeneracio Com o
surgimento de uma hinhagem de camundongos mutanies {mdy) cujas fibras musculares 2 semelhanca dos
pacientes humanos so deficientes em distrofina, diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com estes
apimais. Até o inicio da senilidade, 0s camundongos ndo apresentam fragueza muscular e nio vio a
Soito. Outra diferenca fenotipica fondamental entre 2 DMD humana e 2 dos camundongos € o fato de
que, nestes Gltimos, as fibras musculares mantém a capacidade de regeneracio. E certo que a ausénoia
de distrofine sejz & responsavel direta pela necrose das fibras musculares, entretanto, é possivel que a
perda da capacidade regenerativa osieja relacionada a ouiros fatores. Um desses fatores, fundamental
no presente trabalho, refere-se 4s células satélites das fhras musculares precursoras dos mioblastos ¢
que originam novas Hibras musculares. Estudos in vitro com células satélites de pacientes com DMD,
demonstram gue ¢las perdem, com o avangar da idade, a capacidade de se dividir. Dessa forma ¢
presenie trabalho procura demonstrar experimentalimente a capacidade regenerativa das fibras do
musculo tibial anterior através de wma série de injecdes de cloridrato de Hdocaina 2%. Os animais de
ambos os grupos (Grupe A — mdx; Grupo B —Black 10} foram submetidos a 20 e 55 aplicagdes de
cloridrato de hdocaina, induzindo-se ciclos de degeneragio e regeneracdo das fibras musculares. Os
misculos coletados foram incluidos em historresina e corados pelos métodos da Hematoxihina-Eosina e
Picrosirius-hematoxilina {para analise de tecido conjuntive}. Apés a quantificacio das populagdes das
fibras musculares, os resultados mostraram que 2o final 33 aplicacbes, a populagio de fibras
regeneradas nos animais mdx soffeu uma reducfio de 48% em relacio ao grupo controle, sendo que, ao
final de 2D aphcagbes a redugdo da populagic de fibras for de 0.2%. Wio for constatado o
desemvolvimento de fibrose, o gue exclui 2 tese sustentada por alguns pesquisadores, de gue este fator
seria o responsével pela reducBio da capacidade regenerativa das fibras. De acorde com nossos
resultados, podemos conclur que a redugdo da capacidade regenerativa das fibras estd diretamente
higada a exaustdo da capacidade miogénica das células satélites, ndo se encontrando qualquer evidéncia

de que a reduco desta atividade esteja associada ao aparecimento de fibrose intersticial .
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ABSTRACT
The Duchemne (DMD)} muscular dystrophy is 2 myopathy chromosome X-linked caused by the
absence of dystrophyn, a proteir of the skeletical muscular fiber’s membrane, whose function is
relgted 1o the sarcolemms’s stability.  The szbsence of dystrophvn, alters the sarcolemima’s
structural integrity causing the muscular fiber to suffer necrosis and later regeneration. The
regenerative capacity, however, markedly declines as from 3 vears of age, when the necrotic fibers
start to be replaced by adipose-fibre tissues. With the appearance of 2 line of mmtant mice {mdx)
whose muscular fibers in semblance with human patients are dystrophyn deficient, various studies
are being developed with these ammals. Up to the beginning of senility, the mmce did not show
musculer weakness and did pot die.  Another findamental phenotypical difference between a
tuman DMD znd the mice is the fact thai, in the latter, muscular fibers mamiain regeneration
capacity. Tt is true that the absence of dystrophyn is directly responsible for the muscular fiber
necrosis, however, it 1§ possible that the loss of regenerative capacity can be related (o other
factors. One of these factors refers 1o the sateliite cells of the muscular fibers forerunners 1o the
myoblasts and which originate new muscular fibers. [n vitro studies of satellite cells from DMD
patients, shows that they lose, as age increases, the capacity for reproduction Therefore, this work
endeavours 1o demonstrate experimentally the regenerative capacity of the tibial fore muscle fibers
through a series of injections of 2% lidocaine hydrochloride. The anumals of both groups (Group A
~ max; Group B -Black 10} were submitted to 20 and 55 admunistrations of hdocamne
hydrocloridre, inducing cycles of degeneration and regeneration of the muscle fibers. The collected
muscles were included in hystoresin and stained using Haematoxilyn and Eosin and Picrosirius
haematoxilyn methods (for conective tissue analysis). Afier guantification the muscle fibers
population , resulis showed that at the end of the 55 adminisirations, ihe regeneraiive fibers
population in mdx animals dropped 48% when compared to the control group, and that, at the end
of 20 administrations the fibers population dropped 0.2%. The developement of fibrosis was not
noted, which excludes the thesis suported by some researchers, that this factor would responsible
for the reduction of the regenerative capacity of the fibers. According 1o our results, we can
conclude that the fibers reduction of regenerating capacity is directly linked to the satellite celis

exhaustion of the myogenic capacity, not having found any evidence that the reduction of this

activity is associated of interstitial fibrosis.
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A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia ligada ao cromossome
X, transmitida pela mée assintomatica ao filho do sexo masculino acometendo 1 em cada
3.500 criangas. Os primeiros sinais clinicos da doenca manifestam-se 30 redor dos 4 anos
de idade através da dificuldade de caminhar e erguer-se de superficies, progredindo para
escoliose, incapacidade de locomoc3o e finalmente morte do paciente, gue ocorre em geral
por volta dos Z0 anes de idade. Face a isto, a DMD tem sido considerada 2 mais comum e
uma das mais graves distrofias (ENGEL ef of, 1998).

O aparecimento da DMD  deve-se 2 auséneia de  distrofing, uma proteina da
membrana citoplasmatica da fibra muscular esquelética, cuja funclio parece ser a de
manutencdo da estabilidade da mesma (BONILLA e7 o/, 1988, HOFFMAN ¢r al., 1987).
Portanto, 2 auséncia de distrofina alteraria a integridade estrutural do sarcolema
{PASTERNAK ef al., 1995} levando 2 lesdes focais do mesmo. Acredita-se que essas
lesbes permitiriam um influxo de célcio a partir do meio extracelular. A entrada abrupta e
em elevada concentragdo do cdleio ativaria o sistema de contragio muscular resultando em
hipercontrag@o das miofibrilas; com isto, ocorrenia 2 necrose da fibra museular e com
posterior remogdo do material necrdtico por fagoeitose (BERTORINI er af ., 1982).

Apds a fagocitose, parte das fibras degeneradas sio substituidas por fibras
musculares neoformadas as custas de processo regenerativo. A capacidade regenerativa,
contudo, declina acentuadamente 2 partir de 3 anos de idade, quando entdo as fibras
necréticas passam a ser substituidas por tecido fibro-adiposo. Quande este processo atinge
os musculos da respiragio, ern especial o diafragma, uma grande parte dos pacientes vai a

¢bito por insuficiéncia respiratoria ( ENGEL er af., 1998},
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Em seres humanes as pesquisas sobre a patogénese e o tratamento da DMD tem
limitagBes Obvias. Com isto, até 1984 pouco se sabia 2z respeito dessz miopatia. Um
grande avango no conhecimento dessa doenca e em especial no seu tratamento, surgiu a
partir daquele ano quando BULFIELD e colaboradores (1984) descreveram uma linhagem
de camundongos cujas fibras musculares esqueléticas 4 semelhanca dos pacientes niio
apresentavam distrofina, denominada lnhagem x chAromossome-linked muscular dystrophy
{mdx}.

Contudo, existe uma diferenga fenotipica entre as fibras de pacientes portadores de
DMI> e aquelas dos camundongos mdx. Essa diferenca refere-se 20 fato de que nestes
dltimos, as fibras musculares mantém a capacidade de regeneracio até o imicio da
senitidade {20 meses de idade).

Varias hipdteses tem sido consideradas para explicar a perda da capacidade
regenerativa ( ANDERSON, 2000; REIMANN ef af., 2000). Eatretanto, dentre elas duas
tem sido mais aceitas. Uma delas refere-se 2 exaustio da capacidade mitbtica das células
satélites das fibras musculares, que sfo responsaveis pela atividade miogénica apos
repetidos ciclos de degeneragio e regeneracio (HESLOP ef ol 2000; IRINTCHEV o
af, 1997, WEBSTER & BLAU, 1990, BOCKHOLD er of, 1998). Outre fator
responsavel por este processo seria a fibrose intersticial, gue constituiria uma barreira
mecdnica impedindo a migragio das células satélites através do conjuntive,
comprometendo, assim, © processo regenerative (ITAGAKI ef of , 1995 BOCKHOLD er

af., 1998). Entretanto, estas duas hipdteses nfo tém sido efetivamente demonstradas.
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i. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE
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1.1. A descoberta da doenca e as primeiras ebservaches

As primeiras opservagdes da distrofia muscular de Duchenne (DMD) foram feitas por
Duchenne ¢ publicadas em 1861. Entretanto, algumas constatacbes referentes 3 mesma
doenga ja haviam sido relatadas emn 1853 por Little ao descrever o guadro clinico de dois
rmios gue apresentaram siniomas que nic eram compativeis com as patologiss
conhecidas at€ entio (ENGEL ez af | 1998).

Nos dois casos houve dbito em idade precoce, ¢ o exame necroscapico possibilitou
pela primewa vez, a descricio dos achados presentes nesta miopatia. Na analise
microscopica observou-se um grande namero de fibras musculares destruidas,
entremeadas por tecido adipeso. Em estudos subsequentes feitos por Growers, 1886 &
Erb, 1891 {apud ENGEL et a/., 1998) foram descritos outros aspectos da doenga, como
por exemplo, 2 heterogeneidade mo difmetro das fibras, profiferaciio do conjuntivo
intersticial e substituicfo fibro-adiposa do tecido muscular. Além disso estabeleceu-se a
descrigéio do guadro clinice da doenga, caracterizado peor enfraguecimento da musculatura
das extremidades do corpe, lordose, hipertrofia muscular do segmento atingido, redugio
da motricidade, auséncia de distirbios sensorials e protusio das escapulas. Ao final do
século XIX, apesar dos conhecimentos sobre 2 sintomatologia da doenca, nada se sabia

sobre a eticlogia havendo ainda pouco conhecimento sobre a evolugio da DMD.,
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1.2. Evolucae do quadre clinico da DMD

As alteragOes histopateldgicas promovidas pela DM iniciam-se no periodo neonatal,
porém sio clinicamente identifichveis durante 2 infincia. Entre 3 ¢ 6 anos de idade inicia-
se & lordose da columa ¢ os primeiros sinais, como hipertrofie dos musculos
gastrocnémios, dificuldade de levantar-se e quedas freqiientes. A partir de 11 anos de
idade, a forga dos musculos dos membros pélvicos diminui rapidamente, sendo que os
muscutos flexores dos dedos, biceps femoral e quadriceps femoral 530 05 mais atingidos,
podendo ter sua funglo reduzida de 50 a 70%. O comprometimento destes misculos
reduz significativamente 2 atividade motera do individuo, impossibilitando-o mutas vezes
de caminhar ou exercer qualguer tipo de agfc que dependa destes musculos. A atividade
fisica portanto, decresce abruptamente entre os 7 e 11 anos de idade (ENGEL ef of
1998).

No periedo correspondente 4 segunda década de vida, apds a perda da capacidade
de locomogdo, ba uma redugio da massa muscular dos membros acompanhada de uma
cifo-gscoliose pronunciada. Em seguida, ocorre comprometimento parcial dos masculos
respiratonos, levando 2 uma msuficiéneia progressiva na pressio inspiratonia e expiratoria,
culminando em faléncia respiratoria. Assim sendo, o Gbito ocorre mais frequentemente por

insuficiéncia respiratoria. Os demals pacientes vio a Obito por insuficiéncia cardiaca

(ENGEL et al., 1998},
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1.3. Etiologia ¢ Patogénese

Como j4 referido, @ DMD € uma miopatia ligada ac cromossomo X |, sendo gue as
transiocagdes e delegOes detectadas neste foram observadas na banda 1 da regifio 2 do
brago curto do cromossomo, denominada de banda Xp21. FEssa banda apresenta um
seqiinoia de nucleotiGeos responséveis pela expressio de uma proteina composta por
3685 amincacidos que integra o sarcolems da fbra muscular dencminada distrofina
{(VERELLEN ef o/, 1984; FRANCKE &7 ol | 1985).

0 codigo de segiidncia para a expressio de distrofing € realizado por 79 exons,
comandada peia 2tuacdo de diversos promotores presenies em alguns tipos cehlares,
como as celulas musculares, as célulaz gliais, as células de Purkinie ¢ as céhilas de
Schwann. O promotor muscular para 2 distrofina ¢ bastanie ativo nos musculos
esqueléticos e cardiacos. A expressdo da distrofina muscular ¢ regulada de acordo com as
etapas do desenvolvimento. Nos musculos fetals, a distrofina é detectada no sarcolema
depois da nona semana de gestagfo, aumentando prograssivamente Sua expressic nas
jungbes nepromusculares ¢ miotendinosas, na superficie das membranas dos thbulos T e
junto 2 diversas jungSes celulares (ENGEL ez af | 1998).

Quanto 2 organizacio molecular, a distrofina € wm dimero antiparalelo associado
d outras proteinas estruturais do sarcolema. O dimero de distrofina apresenta-se dividido
em guairo dominios, o primeiro relacionado com a w-actine, o segundo lisado &

espectring, O terceiro 4 ancarina ¢ o Gltimo 4 um complexo de proteinas unidas & laminina

{ENGEL er of , 1998},
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A distrofina localiza-se junto ao sarcolema, umda 4 proteinas integrantes que
comumcam-se <om os elementos da matriz exiracelular na face externa, € com as
proteinas do cioesqueleto na face interna (Figura 1) Este modelo sugere gue 2
distrofina, unida as proteinas integrantes, confere a estabilidade da superficie da membrana
da fora muscular durante sua contragio e relaxamento (ENGEL ef of,, 1998).

Ha uma interaglo entre os elementos do sarcolema e do citoesqueleto e a
distrofine, de modo gue uma deficiéneia na expressdo desta compromete 2 expressio e
organizagdo das demais protefnas, promovendo a deterioracfo da fibra, diante de uma
lesBo (BONILLA ef of , 1988} Uma deficiéncia na sintese de distrofing promoveria uma
fragitidade da Gbra muscular tornando-a suscetivel & lesiio e 3 necrose. Comumente, 2
lesdic estd relacionada a um acimulo intracelular de célcio, geralmente localizado na regifio

subsarcolemal da fibra, que promoveria uma lesio direta da membrana da célula muscular

(BERTORINI e? al., 1982),



0

Figura 1. A molécula de distrofing como interface entre o sarcolema e o sistema de

proteinas contrateis da fibra muscular. Adaptado de Sunada ¢ Campbhell, Curr. Op.

Neurology, 8, p. 379-384, 19935,
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2. REGENERACAO MUSCULAR
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2.3, Céludas satélites

Estd bhem estabelecido que o processo de regeperaciio muscular  depende
essencialmente da presenca de cflulas denominadas células satélites. Estas células,
presentes em todos os vertebrados, permanecem quiescentes ¢ ¢ sfo ativadas diante de
uma lesio mecanica ou guimica das fibras musculares quando, ent3o, eniram em um
processo equivalente & histogénese no embrifo para reparar a fibra muscular lesada.

As células satelites 530 células gue apresentam micleo oval, grande, heterocromético,
considerado inativo, ribossomos, reticulo endoplasmatico, aparelhe de Golgl, numerosas
vesicolas junio a membrana plasmatica e centriolos visiveis, gue desaparecem duranie a
miogénese. Distribuem-se pela extens@o das fibras, alojandc-se em suas depressGes, logo
acima do sarcolema (MAURGQG, 1978).

Quando observadas & mucroscopia de luz convencional, as células satélites
assemetham-se & fibroblastos, intimamente ligadas & superficie das fibras musculares,
sendo muitas vezes confundidas com ntcleos destas (ENGEL et al., 1998).

A fregiéncia e a distribuicBo das células satélites na fibra muscular esth relacionada 3
diversos fatores como a topografia da fibra, o tipe de fbra muscular ¢ 2 idade do
individuo. No musculo sdleo, por exemplo, encontra-se uma media de 5000 células
satélite/mnr, enguanto que o tibial anterior apresemia apenas 900 células sarélite/mm’
(SCHMALBRUCH & HELLHAMMER, 1976}.

Os fatores que controlam esta distnbuic3o desigual n3o sic bem conhecidos, mas
podem estar associados ac processe de maturaclo do musculo, desempenho contritil e

idade do individuo.
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Durante a fase micial do desenvolvimento as células saiélites s30 mais agbundanies,
guande contribuem para o desenvolvimento do muscule no periodo pés-natal, dimimuindo
sbruptamente em poucos meses. Esse declinio € consegiréncia da fusio das células saréhire
entre st durante o crescimento muscular. A diminuicio numénca destas células torna-se
zis acentuada conforme aproxima-se a senifidade. Devido 2 isso, o potencial proliferativo

das céhalas torna-se limitade. (SCHMALBRUCH & HELLHAMMER, 1976},

2.2, Mecanisme de regeneracio muscular

A regeneragdo muscular decorre da formacio de miotubos 2 partir da mobilizagio,
fusio e diferenciacio das células satélites. Apds uma lesfo, ocorre um rdpide nfluxo de
chicio na fibra muscular gue promove uma hiperconiragio imediata acompanhada pelo
acumulo de uma massa densa e irregular de miofilamentos e pelo desenvelvimento de
necrose. A mstalacio de um quadro necrdtico na fibra muscular ndc compromete, na
maioria dos casos, a integridade do tubo endomisial assim como das células satélites. Esta
preservagdo € que permute a regeneracio muscular { KARPATI & CARPENTER, 1988).

A preservacdo do tubo endomisial tem grande importdncia no restabelecimento
estrutural da fibra. Ele coordena a mobilizacio das células satélites no wmicto da
regeneragio, orienta o posicionamenio dos miotubos neoformados através das proteinas
presentes na lamina basal, limita espacialmente ¢ crescimento dos muctubos, promove ¢
crescimenio, a proliferacio e 2 diferenciacio das céiulas satélites.

Apds uma lesfo, os fagmentos do sarcoplasma restantes no interior do tubo

endomisial s30 progressivamente destruidos por proteases enddgenas, juniamente com a

wf



atuagio do mnfiltrado celular de polimorfornucleares. Dentro de 48 horas o material
necrotico € completamente removido por macrdfagos derivados dos mondcitos do sangue
circulante. Estas células podem permanecer no local da lesio por 2 diss {(CARLSON,
1986).

Concomitantemente, as células satélites sdo ativadas ¢ passam dz fase GO para 2 fase
(31 do ciclo cehar, com rapida proliferagio. Estas células contribuem para o processo de
regeneragdo reparando as miofibras lesadas, formandc novas miofibras ou ainda
aumentando o nmerc de micleos das rmiofibras parcialmente lesadas. Nesta fase observa-
se mitoses abundantes ¢ a formacio de um aglomerado de células no espace formado pels
remocio do material necrético. Ha uma migracio centripeta das células, gue passam 2 se
dispor linearmente no centro da fibra, formando um tubo denominado de mictubo
multinucleado. Seglencialmente, as células do miotubo fundem-se numa Unica estrutura

que ird reconstituir a cito-arquitetura da fibra muscular (PEARSON, 1973). Ao final deste

processo tem-se uma fibra regenerada {Figura 2).

2.3. Fibras musculares regeneradas

A musculatura esquelética normal € formada por fibras musculares longas e
cilindricas, com mucleos achatados e fortemente corados, distribuidos na periferia da célula
abaixo do sarcolema. Na porglo central da fibra encontram-se os elementos contrateis da
célule na forma de estrias organizadas em faixas isotrdpicas e anisotrdpicas (sob luz

polanzada).



24

Apbs um processo regenerative decorrente de uma lesio qualquer, a fibra
muscular regenerada perde suas caracteristicas de fibra muscular normal. A distribuigdo
periférica dos miicleos cede wigar 4 uma disposicho centralizada, constiindo © processo
de centronucleacio (TORRES & DUCHEN, 1987 NARITA et al., 1999},

Com o processo de regeneracio, os macleos apreseniam-se volumosos, de aspecio
vesioular, com cromatina descondensada e mucléolo proeminente (ZACHARIAS &
ANDERSON, 1991, TORRES & DUCHEN, 1987), caracteristicas de nucleos presentes
em células em atividade de sintese. Esta atividade & ainda evidenciada pela presenga de um
citoplasma basofilico { devido ao alto teor de RNA —~ BENOIT & BELT, 1970} ¢ de
escassez de elementos contratels, visivel pelo nlimero reduzido de estriagdes.

Atualmente, acredita-se que a centronucleacio é o indicativo de um processo de
regeneracdc que se desenvolve numa determinada fibra, sendo o par@metro adotado para 4
distingfio da fibra regenerada de uma ndo regenerada ( TORRES & DUCHEN, 1987,
NARITA ef af, 1999), atvando ainda na compensaglo da fragilidade da fibra muscular
regenerada em animais distréficos como suporte mecdnico, como propSe NARITA ef of,

1999.
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Figura 2 - Etapas da regeneracfic muscular. a. Fibra muscular exposta i agente
lesivo (drea pontilhada); b. Fibra muscular com tubo endomisial integre (1) ¢
células satélite remanescentes (2); ¢. Fagocitose do material necrético (3) e inicio
da divisho das células saiélites (4); d. Proliferacho das células satélite; e. Migracgio
centripeta das céfulas satélite; {. Fusfie das células satélite ¢ formacio do miotube

(5); g. Restabelecimento da {ibra muscular. Adaprado de Bischoff, R Myology
(v.1), p. 97-118, 1998.
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3. ANIMAIS DISTROFICOS
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Até o final da década de B0, o estudo da DMD estava restrito &s andlises de bibpsias
ou go cultivo de células, sendo impossivel uma observacio experimental controlada da
degeneracio mmuscular. Eniretanto, surge nesse periodo uma linhagem de camundongos
mutantes oniginados da inhagem C37BY10, denominados de mdx (x chromossome-livked
muscular dysrophy).

Esses camundongos apresentam deficiéneis na produgfio de distrofing nas suas fibras
musculares, reproduzindo assim, as caracteristicas das fibras musculares dos pacientes
portadores de DMD (BULFIELD er af, 1984, SICINSKI er ¢f.,, 1989). Face a isto, os
camundongos distréficos vem sendo extensivamente utilizados como medelo experimental
para investigacho de diversos aspectos da DMD. Assim sendo, muito o gue se sabe hoje
sobre a fisiopatologia da doenca deve-se aos estudos realizados com esses animais
(PASTERNAK et of | 1995, LEFAUCHER er ol., 1995, PASTORET & SEBILLE, 1995,
HAGIWARA er al, 1995, RINTCHEV e¢r ai, 1997, ANDERSON er al., 1998;
BOCKHOLD &/ &/, 1998; VILQUIN e al, 1998;).

Apesar da auséncia da distrofina ser um achado comum tanto nos pacientes
portadores de DMD guanto nos camundongos mdx; a evolugdo do quadro clinico ndo ¢
exatamente a mesma para cada um deles. Até ¢ inicio da semilidade, os camundongos ndo
apresentam fraqueza muscular, ndo desenvolvem escoliose ou lordose e nfio vio a dbito.
Em camundongos jovens e adultos {cerca de 52 semanas de idade) as fibras musculares
necroticas s80 totalmente substituidas por fibras regeneradas.

Nestes ammais 1em-se observado que a capacidade regenerativa niic decresce em

relagio aos animais ndo distréficos. Alguns estudos (ANDERSON er af, 1998) sugerem
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que a regeneragio das fibras musculares permanece uniforme durante 2 vida do amimal,
podendo apresentar entretanto, discreta reduglo.

Os primeiros sinais de degeneragio e regeneragdo das Dibras musculares nos
apimais distroficos inicia-se por volta de 20 dias de idade. Entre 35 e 50 dias a necrose
atinge seu Apice, comprometendo um grande numerc de fibras. Neste periodo encontram-
se mais de 50% das fibras do miisculo em regeneragio, com didmetro vanavel e
centronucleacio. Com cerca de 120 dias de idade, praticamente todas as fibras do musculo
encontram-se regeneradas {TANABE ef ol | 1986}

Apesar da idéie geral de que em animais mdx oo ha declinio da capacidade
regenerativa das fibras musculares, estudos mais recentes (LEFAUCHER ef ol 1995)
demonstram gue esta capacidade dimimai em animais idosos (65 a 104 semanas), em
especial nos misculos esgueléticos de grande volume, como por exemplo, © guadriceps
musculos posturais, e ¢ diafragma. Apesar da progressiva degeneragdo das tibras
acompanhada de regeneragdo, a diferenca fenotipica fundamental entre a DMD humana ¢
a dos camundongos, esti no fato de que, nestes Gltimos, as fibras musculares sio
substituidas por novas fibras musculares, nio havendo manifestacio de sinais clinicos que
demonstrem © comprometimento da locomogBo, da respiragio, ou obito decorrente desse
fator (TORRES & DUCHEN, 1987).

Apesar da auséncia de correlagio entre os quadres clinicos da DMD e da distrofia
e camundongos mdk, este modelo experimental tem se mostrado eficiente na anélise
desta miopatia, j& que permite reproduzir a lesfo muscular em dimensdes Proporciondis 4
DMD, justificando a metodologia adotada neste trabalho: 2 indugdo de ciclos de

degeneragio ¢ regeneracio da fibra muscular,
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4. OBJETIVOS
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O objetive do presente trabalho & investigar in vive, atraves de téemicas
stoldgicas, oiioguimmcas e morfoméiricas, em animais 2 tnhagem mdx, se exsie
declinio da capacidade regenerativa muscular apds sucessivos ciclos de degensrago e o

quanio isto se deve & exausifo da capacidade mitética ou ao desenvolvimento de fibrose

intersticial.




31

1l - MATERIAL E METODOS
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1. Amnimais e Grupos Experimentais

Foram empregados camundongos de duas linhagens, a {nhagem mdy -
camundongos distroficos - adquiridos junto ao Biotério do Depto. de Imunologia do 1CB
— USP e mantidos no Biotério do Depto. de Anatomia e a Mrhagen C57/Black 10 - grupo
controle, provememes do Bioténo Central da UNICAMP, os guais representam 2
linhagem que deu origem a0s animais disirdficos mdx, (BULFIELD e of, 1984}

(s animans foram dividiéos em dois grupos expenmentais:

1 - Grupo Experimental A, composto de [0 animais, sendo 5 de cada uma das
tinhagens. O misculo tibial cranial direito de cads amimal receben 20 aplicagfes de
cloridrate de lidocaina, € ¢ midsculo esquerdo ndo recebeu aplicacfes, sendo utilizado
como controle dentro do grupo.

2 - Grupo Experimentaf B, composto de 10 amimals, sendo 5 de cada uma das
finhagens. O misculo tibial cranial direito de cada animal recebeu 56 aplicagfes de
cloridrate de hdocaina, e o musculo esquerdo ndo recebeu aplicacbes, sendo utilizado

como controle dentro do grupo.

2. Procedimentos Experimentais

a. Injecdo intramuscular de cloridrato de lidocaing
Cada um dos ammais foi imobilizado mecanicamente. O terco médio do ventre
muscular do fibial cramal diresto foi njetado por via transcutinea com 0.1 mi de clondrato

de fidocaina a 2% sem vasoconstrictor (Xifocaina® Astra Quimica).




A utitizacdo do cloridrato de hdocaina em mjegdes teve como objetivo induzir
ciclos repetitivos de degeneragdo € regeneracdo das fibras. A cada 4 dias os masculos dos
amimais foram mjetados até atingir-se um tofal de 20 e 56 vezes mmjecdes, produzindo-se,

respectivamente, 20 e 536 ciclos de degeneraglo e regeneragio (WEBSTER & BLAU,

1990).

b. Coleta, fixacdo e processamento dos musculos

Quinze dias apds a Gltima injecdo os animals foram anestesiados através de injegio
intraperitomal de 0.3 ml de midrato de cloral a 10%. O plastro esternal foi aberto
aproximadamente na linha mediana, 0 coragfic exposto € foi realizado uma abertura no
strio dirento. A seguir , utihizando-se de uma agutha 25X7 montada em sennga de 20 ml
perfundiu-se ¢ animal com aproximadamente 40 ml de formol-calcio (formaldeido PA 2
40%, 10 mi; Agpa destilada, SOml; acetaio de calcio, 1g.) A seguir 2 regifio crame lateral
do membro pélvice ol entfo incisada por aproximadamente 1 cm ¢ o nwisculo tibial
cramal direito (iratado) retirado e fixado na mesma sclugdo de formol-célcic durante 24
horas. O material fol processado pela técnica de inclusio em historesing e submetido &
microtomia, obtendo-se cories iransversais do tergo médio do ventre muscular com 2
um de espessura. Os cortes obtidos foram submetidos z dois tipos de coloragio:
2. Hematoxilina ¢ Eosma utiizado na andlise morfolégica ¢ guantificagho das

populagdes de fibras;

b. Picrosirius — Hematoxilina, utilizado para a guantificagfio de tecido conjuntivo (fibrose

intersticial}.



A mesma metodologia for aplicada ao misculo esquerdo de cada um dos amimais

dos refernndos grupos.
bi. Técnica de Mnclusdio em historesing
A hmistoresma € um meio de inciusBo que periencenie 30 grupo das resinas

poliméricas, as quais se constituem em massas sohdas através da agiio de agentes

polimerizantes.

O processamento do material inchuiu as seguintes eiapas.

&1. 1. Desidratacdo e inclusdo

(s fragmentos previamente fixados foram lavados e imersos em etanol 70% ¢
progressivamente desidratados em etanol 95%, etanol abscluto I ¢ etano! absclute 11
Fecando imersos por 30 mun, em cada solugio.

Apbs o tltimo banho de etanol absoluto, os fragmento foram transferidos para

uma solugo de etanol-resina por 3 horas sendo sequencialmente transferido para a

resina pura, onde permanece overnight

b1.2. Emblocamerio

No momento do emblocamento, ¢ material foi acondicionade em formas
diminutas & qual adicionou-se a resina € ¢ polumerizador. A polimernizagio deve ser
realizada a vacuo. A mnflubncia de iempersturas mais elevadas aceleram 2
polimerizagdo, podende utilizar-se deste recurso em alguns ¢asos.

Umea vez polimerizada a resma, os blocos foram retirados das formas e fixados

em suportes de madeira com cola de secagem rapida.

b1.3. Microtomia e coleta dos cortes
A obiencio de cortes em historesina procede-se da mesma forma que na
microtomia de materials em parafing, sendo utilizada navatha de vidro em dngulo reto,

4 partir da qual fot posstvel obter-se cortes de 2u. A distens&o dos cortes fot realizada

em cubas de agua fria.



Os cortes foram entdo colhidos em laminas previamente tratadas com poli-L
lisina ¢ secos em placa aguecedora. A coloragdo seguin-se imediztamente apds a
secagem.

b1.4.Coloragdio

- Técnica de coloracdo pela hematoxilina-eosina:

Os cortes foram hidratados e corados em solugiic de hematoxiling por 15 min.
Em seguida foram lavados em agua corrente para refirar ¢ excesso do corante.
Sequencialmente, corou-se com eosina por 10 min. Novamente lavou-se os cortes em

4gua destilada, seguindo-se a desidratagio e montagem dos cortes em verniz (Behemer
et al., 1976).

- Técmica de coloracdo pelo picrosirius -~ hematoxiling:
Os cortes foram hidratados e corados em solucio de picrosirius por 60 min. Em
seguida foram lavados em agua corrente ¢ corados com hematoxiling por 14 min

Novamente lavou-se os cortes em agua corrente por 10 min. seguindo-se a desidratagiio e

montagem dos cortes em verniz (Junqgueira ef al., 1979).
¢ Awndlise do Material

¢.1. Contagem da populagdo de fibras: selecionou-se um corte de misculo tibial
cramal de cada um dos anmmais dos grupos A e B empregados no experimento, corado
pelo método da HE. A contagem das populagbes de fibras foi feita empregando-se um
reticulo com linhas paralelas horizontais ¢ verticais que dividiam o campo microscopico
em 4 regides distintas, acoplado 2 ocular de microscdpio de luz Nikon, com auxilio de um
contador manual. Foram contadas todas as fibras do corte para a estimativa da populagio
total de fibras do musculo juntamente com a populag8o de fibras regeneradas.

¢.2. Quantificacfo da fibrose intersticial: Calculou-se a Densidade de Volume {(Vv)

baseando-se na formula Vv = Pp/Pt, onde Pp refere-se aos pontos parciais (no caso os



pontos que cairam sobre conjuntivo} e Pt a0s pontos totais {Pontos do sisterna teste; neste
casc igual a 168].

Foram analisadas § Wminas (Coradas por Picrosirius —~ hematoxilina) por grupo
{z=5) onde contou-se 5 campos diferentes por IBmina, num total de 25 campos por grupo.

Calculou-se © Vv de cada campo € extraiu-se uma média de cada grupo, que entdo fol

comparada com 05 Gemais grupos.

4 Fraiamernio estatistico dos dados guantitativos

Qs dados obtidos foram plotados e os graficos foram executados em programa
Excel / microsofl, juntamenie com o chleulo das porcentagens de fibras normais,

regeneradas ¢ da fibrose intersticial, além do cdlculo da correlagdo dos dados (r de

Pearson).




11 - RESULTADOS
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1.Quadre Clinico

Mo foram observados sinais gque revelaram o comprometimento da capacidade de
locomocio oS animais de ambos os grupos, comprovando assim 2 auséneia de eventuais
lesfes nervosas pela droga ou pels agulha durante g aplicacio. Também 4 inspecdio, nfo

foram observadas alteragbes referentes 2 massa muscular como atrofia ou hpertrofia.

2. Alteractes morfologieas

Nos musculos contrele, as  fibras  musculares apresentaram  Contornos
aproximadamente poligonais/arredondados, nicleos periféricos, achatados ¢ com
cromatina compactada e nucléolos mconspicuos. Nos musculos controle que receberam
injecio  de clondrato de lidocaina, as fibras apresentaram-se  COntOrNoOs
poligonais/arredondados, nicleos estéricos, centrais e grandes, cromatina descondensada,
nucléolo proeminenie e citoplasma com areas basofilas (Figuras 3 e 4).

As fibras regeneradas dos musculos obtidos da linhagem mdx apresentaram
contornos poligonaisfarredondados, nicleos esféricos, cenfrais e grandes, cromatina
descondensada, nucléolo proeminente e citoplasma com  areas basdfilas (Figuras 5 e 6).
Foram observadas ainda algumas fibras, com nicleos picndticos, de volume reduzido,
apagados ou ainda ausenies, citoplasma vitreo, homogéneo e aliamente eosinofilico.
Algumas fibras apresentam dreas de rarefagio subsarcolemal (Figura 7).

Apbs 20 injegdes, as fibras musculares dos amimais distréficos nlo apresentaram

indicios de necroge ou presenga de tecido fibroso ou adiposo junto as fbras musculares.




Ao final de 56 aplicagbes, foi possivel observar-se areas isoladas de fibras
necroticas localizadas, principalmente, na porgio central do musculo, em meio a uma
grande quantidade de fibras regeneradas com diametro reduzido quando comparada as
demais fibras. Pequena quantidade de infiltrado inflamatério também pode ser constatada.
Houve formacio de feixes de conjuntivo em alguns pomies do tecido e imfiltragio de
fibroblastos nos espacos infersticiais (Figurs &),

Nos ammais do grupo controle com 20 aplicacBes n3o foram observadas
alteragdes significativas. A tedugio do difmetro das fibras acompanhada de atrofia
fscicular 8¢ foi observada no grupo com 56 aplicagBes, em proporgbes infeniores ao

ohservado o grupo antenor,

3. Quantificaciio das populacdes de fibras musculares

A contagem das fibras do musculo tibial cranial dos animais distréficos com 20
aplicagdes, revelou uma populagio média de 3696 + 382,56 fibras musculares, das quais
1906 + 806,51 apresentaram regeneracio. Portanto a populacio de fibras regeneradas
equivalen 2 54% da populagio total de fibras {Tabela 1, Grafico 13).

Os dados referentes ao grupe controle, com o mesmo numero de aplicagdes,
revelaram populagdo total de 3556 = 1089,0 fibras, das quais 1419 £ 545,43 apresentaram
regeneragio, equivalendo a 39.7% da populacio total de fibras (Tabela 2, Grafico 2).

Nos animais distroficos que receberam 56 aplicagbes de cloridrato de lidocaina, a
populagde total de fibras musculares foi de 4236 £ 51586, sendo gue destas, 1117 =

187,93 eram fibras regeneradas significando que o percentual de fibras regeneradas foi de
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26.3% {Tabela 3, Grafice 4). Nos animais controle que receberam © mesmo nimeroc de
aplicagdes, a porcentagem do nimero de fibras regeneradas foi de 39.7% (populagio total
4647 + 382,46 fibras, com 1347 = 197 41 regeneradas - Tabela 4, Grafico 3).

O coehciente de correlagio {R de Pearson) entre o grupo conirole e o disirofico
com Z0 aplicagfes ndc apontou correlagiic significativa entre os dados (R = -(,764),
tendo portanto baixa significineia (0,03).

Entretanto, entre 0§ mesmaos gﬁ;}os com 56 aplicagdes fol verificada uma forte
correlagio (R = D963}, com alto nivel de significhnaia {0,001).

Estes dados demonstram que apds 56 aplicagles, ocorreu uma redugdo

significativa 6a populacio de fibras regeneradas dos animais distroficos.

Tabela 1 - Grupo A - distréfico, misculo tibial cranial direite, com 20 aplicacbes:

Grupo A - distroficos  Total de Fibras  Fibras regeneradas % de fibras regeneradas

MDX A-1 3006 1815 60.3%
MDX A -1 3643 1768 48 5%
MDX A -1 4157 1598 38.4%
MDX A 1V 3842 2561 66.6%
MDXA-V 3834 2204 574%

Meédizdogrupoc A 3696 £ 382,56 1996 + 806,51 54%
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Tabela 2 - Grupe B - contrele, méisculo tibial cranial direito, com 20 aplicacfes:

Grupo B - controle  Total de Fibras  Fibras regeneradas % de fibras regeneradas

BIDTAT -1 3658 1235 33.7%
BICTAT -1 3297 1616 49%
BIOTAT - 11 4329 2377 54.9%
BIOTAT -1V 3166 1652 33.2%
BIOTAT -V 3331 817 24.5%
Média do grupo B 3556 £ 10890 1419 £ 54543 39.9%

Tahela 3 - Grupe A - distréfice, mascule tibial cranial direito, 56 aplicaces:

Grupo A - distoficos  Total de Fibras  Fibras regeneradas % de fibras regeneradss

MDX A-1 3919 871 22.2%
MDX A -1 3427 991 28.9%
MDX A - 111 45907 1421 28.5%
MDX A~ IV 4359 1102 25.2%
MDX A-V 4568 1204 26.3%
Média do grupo A 4236 £ 515,86 1117 £ 187,93 26.3%

Tabela 4 - Grupo B - controle, mscule tibial cranial direito, 56 aplicacdes:

Grupo B - controle  Total de Fibras  Fibras regeneradas % de fibras regeneradas

B0 TAT -1 4537 1576 34.7%
B0 TAT - U 4148 1767 42.5%
BIOTAT -~ 1II 5312 2183 41%
Bi10 TAT -1V 4736 1896 40%
BIOTAT-V 4505 1853 41.1%

Médiandogrupo B 4647 £ 38246 1847 £ 197,41 39.7%
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Figura 3. Muascule controle tratade com 56 injecbes. Fibras regeneradas, com

reptronucieacio {(seta). H.E.. 200X,

Figura 4. Miasculo controle iratado com 56 injeces. Fibra regenerada, com

contronucieashio {seta). W E1000X,
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Figura 5. Masculo distréfico tratado com 56 injecdes. Heterogeneidade no didmetro

das fibras regeneradas, centronucleacio (seta). H.E., 200X,

Figura 6. Musculo distréfico tratado com 56 injecdes. Centronucieaciio (seta).
Nucléolo evidenie e cromatina descondensada (N), Disereto infiltrado inflamatério

(D). H.E., 1000X.



Figura 7. Musculs distréfico tratado com 56 injecdes. Fibras necrdticas, eosinofilicas

e com citopiasma vitreo (seta). H.E., 400X,

Wigura 8 Mascalo distrofico tratado com 56 injecdes. Espessamento do endomisio

{seta), centronucieagio (cabeca de seta) . Picrosirius — Hematoxilina, 1000X.
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4. Quantificacieo da fibrose intersticial

Os resultados obtidos revelaram que ¢ grupo controle com 20 aplicagdes
apresentou média do Vv igual a 3 Y%, sendo que o mesmo grupo com 56 aplicagbes
apresentou média do Vvigual a 3.2 %, com variagdo de 0.2 % entre 03 grupos.

O grupo de animais distroficos com 20 aplicagbes, apresentou media do Vv igual a
2.7 % e o grupo gue recebeu 56 splicagfes apresentou média do Vv 3 %, com varniagio
de 0.3%. A diferenca da variacio do Vv dos grupos analisados foi de 0.1%, nio sendo
portanto, significativa (Tabela 5.

O caleulo do cosficienme de correlagiio (R de Pearson) entre © grupo contioie € ©

distrofico com 20 e 56 aplicagdes ndo apontou carrelagdo entre os dados de ambos os

grupos.

Tabela 5 - Quantificacfic da fibrose intersticial — Numero de pontos sobre sistemsa
teste {168 pontos} por amimal/grupe e¢ Densidade de veolume (Vv) dos cortes do

miscnio tibial anterior direito nos grupos analisados .

Amimat /Grupo B1G-20 BiG-5¢6 Mdx - 20 Mdx - 56
i 31 31 28 27
it 27 31 10 44
i 23 40 27 26
v 19 i4 i9 24
v 28 28 31 13

Vv (%) 3.0 % 372 % 2.7 % 30 %
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IV. DISCUSSAD




MNeste trabalho empregamos camundongos mdx  associados 2w modelo
experimental onde, através de injegdo de um anestésico local sdo induzidos repetidos
ciclos de degeneracio e regeneracio das fbras musculares. Esie modeio baseiz-se no fato
de gue alguns anesiésicos locais, a0 interagirem com 2 membrana da fibra mmscular
produzem na mesma, pequenas lesdes focais que resultam inicialments na entrada abrupta
de ions ciicio. Com isto ocorre inicialmente ipercontracho das fibras musculares seguido
por necrose das mesmas. Essa seqliéncia de eventos assemelha-se 20 0 que ocorre em
fibras musculares distroficas na DMD. Algumas horas 2pds a mionecrose, tem nicio o
processo de fagocitose ¢ ao final de 48 horas o material necrdtico € totalmente removido.
Apesar da a exiensa lesdo de fibras musculares, as estrufuras nervosas intramusculares
como 0§ feixes axonais ¢ 0% ierminais nervosos, bem come o tubo endomusial 380
preservados. Por ista, o emprego dos anestésicos locals vem sendo amplamente utilizado
para 2 compreensio de diversos fatores envolvidos na regeneragio muscular (BENOIT &
BELT, 1970}

Em gue pese o fato de os camundongos mdx estarem, bé cerca de duas décadas,
sendo estudados para a compreensfo de diversos aspectos da DMD, alguns autores os
tem considerado como um modelo clinico inadequado para {os estudos acerca desta
doenca) estudos daquela doenga humana (ANDERSON e af,1988). Isto deve-se
especialmente a uma antiga 1déia de que, confrariamente 20 © ue OCOITE €m Crangas
portadoras de DMD, em animais jovens, nio ha comprometimento da capacidade de
regeneragio muscular. Assim sendo, o emprego de camundongos mdx com idade
semethante as utilizadas neste trabalho, poderia ser questionado e as observagOes dele

originadas serem vistas com ressalvas.
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Contudo, diversas observagdes recentes reforcam a utilidade dos camundongos
mdx como um bom modelo para estudos da DMD. Um exemplo disto refere-se as
cbservacbes g€ que 2 parii dos 20 dias de idade, as fbras musculares de camundongos
distroficos, & semethanca das fibras de pacientes com DMD, passam e sofrer sucessivos
ciclos de degeneraglo e regeneratio (TANABE of ol 1936). Dessa forma & possivel uma
observacdo continua da progressdo da distrofia i vivo, © que obviamente seria invidvel
em pacientes com DMD ou em culturas de células. Outro estudo demonstra gque em
animais idosos (acima de 20 meses), as fibras musculares também perdem sua capacidade
regenerativa (LEFAUCHEUR ef af, 1995). A perda da capacidade regenerativa em fbras
musculares € sem duvida 4 caracteristica mais marcante nz DMD humana. Portanto esses
dados reforcam a validade do emprego de camundongos mdx no presente trabaiho.

Assim como nos pacienies portadores de DMD., em camundongos mdx 0s
misculos esgueleticos nfio sio iguaimente comprometidos. Milsculos com maior massa
como por exemplo muisculos guadriceps femoral e gastroendmio sfo mais intensamente
afetados gue musculos com menor massa. Também os aspectos da distrofia s3o mais
acentuados nos muscuios envelvidos na manutengdo postural € na respiragdo, como por
exemplo sbleo, esternomastOideo, bem como naqueles de agdo continua como 08
musculos intercostals e diafragma.

Neste trabalho utifizamos o musculo tibial cranial. Considerando-se gue este € um
musculo intermediario em termos de volume e que ¢ mesmo apresenta desprezivel funcio
postural poder-se-ia em principio guestionar a razSo do mesmo ter sido escolhdo.
Também poder-se-ia guestionar a validade em se generalizar para toda a musculatura os

tesultados obuidos a partir de observacBes com o mesmo.
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Selecionamos o musculo tibial cranial, principalmente, por duas razdes de ordem
técnica. A primeira refere-se a facilidade que o mesmo oferece para que as injegdes sejam
feitas sem a necessidade de anestesia geral do animal Caso tivéssemos gue proceder, 2
cada injecBo do anestésico, uma anestesia geral possivelmente ¢ expenmento teria de
inciar-se cOMm Wn grande nhmero de amimas pois parte sigmficaliva 003 canmmundongos
seria perdida face a repeticho semanal da anestesia geral Asgim como em humanos o
misculo tibial sima-se na face cranio lateral da perna sendo portanto recoberio apenas por
pele e tecido subcutinec. Por isto, injegdes intramusculares puderam ser realizadas com
relativa facilidade através da pele A segunda razdo da escolha do misculo iibial cramal
deve-se ao fate do mesmo ser recoberto tamto em sua face profunda, como
superficialmente, por uma fascia muscular relativamente espessa. A presenca desta faz
com que qualquer hquido, que nio contenha substdncias capazes de digerir elementos do
tecido comjuntivoe, como por exemplo hialuromdase e colagenase, ao ser injetado no venire
muscular do tibial permaneca rtesirito a esse nuisculo. Admite-se assim gue este fato
facilitaria 2 acdo do cloridrato de hdocaina,

Acreditamos que o fato do masculo tibial cramial ser um misculo menos
comprometido pela distrofia nlo devera lmitar as observacbes deste trabaltho.
Contrariamente a isto € possivel que seu emprego tome nossas conclusdes com mator
capacidade de generalizacBo que caso fivéssemos empregade um musculo em que 0s
sinais da distrofia fossem mais intensos. O que pode ocorrer de diferente em relagio a
outros misculos € gue no cursoe naiural da doenga o misculo tibial cramal sofra um menor
numero de ciclos de degeneracdo e regenerag8o. Assim sendo ac utilizé-lo estarfamos

induzindo um determinado numero de MITOSES QUS seTia MENOT Cas0 SMPISgAssemos um
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miisculo posturel ou de maior volume. Dessa forma, utilizando—se um musculo ndo
comprometido na evolucdo natural da doenga, estariamos preservando © modelo da
atuacio de outros fatores de interferénoia.

(s musculos controle (tibial cranial esquerdo} de ambos os grupos ngo foram
sybmetidos 2 nenhum tipo de aplicacio, uma vez que foram utilizados para quantificar a
populagio total de fibras no miisculo de ambos os grupos sem a interferéncia de nenhum
agente indutor de lesdo.

E fato conhecido que a introducio de uma aguiha no ventre muscular promove
uma lesio mecdnica imediata nas fibras e consequentemente desencadeia o processo de
regeneragic da populagio de fibras atingidas. Dessa forma, esta metodologia
comprometeria a quantificagio da populagdio de fibras do referido misculo em condigdes
nomais.

O objetivo principal deste trabatho foi estudar in vivo se o decréscimo do nimero
de fibras regenmeradas em animais distroficos se deve 4 exaustio da capacidade
regenerativa das células satélites ou & fibrose intersticial.

Esta bem estabelecido que a necrose das fibras musculares deve-se a auséneia de
distrofina, porém, a perda da capacidade de regeneragio das fibras musculares
seguramente ndo esta associada a este fator (RAFAEL et ol 1998, GROUNDS et al.,
1992: TTAGAKI et ol , 1995). Também & sabido que a regeneracdo das fibras musculares,
independente da natureza da lesdo ou do agente lesivo, faz-se pela ativagio das celulas
satélites que situam-se junto ac sarcolema das fibras musculares (BISCHOFF, 1998}

Estudos 71 vitro com células satélites obtidas de pacientes com DMD, demonstram

que elas perdem, com o gvangar da idade, a capacidade de se reproduzir. Em criangas com




2 anos de idade, 6% dessas células sfo capazes de sofrer 50 divisbes mitdticas; enquanto
que aos 7 znos de idade, uma pequena fragio delas divide-se apenas 10 vezes
consecuiivas. Isio conirasta com células satélifes de criancas normais as guals, em sua
totalidade, sdo capazes de se reproduzir in vifro, por 56 vezes sucessivas (WEBSTER &
RLAU, 1990). Esses dados sugerem fortemente que a reduciio da capacidade de
regeneracio das fibras musculares deve-se 2 exaustfio do potencial miogénico das células
satélites.

Contudo, apesar da correlagio existente enire a reducfio do namero de divisGes
das células satélites e o agravamento da distrofia, 3 diminuicio da capacidade mitdtica
destas células nfo ¢ ainda um fator totalmente aceito para justificar o guadro clinico ¢ os
Hbitos em pacientes com DMD. Um dos fatores que dificultam a aceitagio dessa hipdtese
reside no fato dessas observacdes terem sido feitas iz vifro.

Os prmeiros estudos, em camundongos mdx, demonstraram que as células
satélites s30 capazes de passarem por repetidos ciclos de degeneraciio e regeneracio sem
que isto comprometa a manutengio de sua capacidade miogénica . Essa conclusio deve-se
a0 fato de que a populaglio de fibras musculares do misculo soleo nfo sofre alteragio
mesmo apos ter recebido 12 aplicacdes de um anestésico local JTAGAKI ef af, 1995). A
persisténcia da capacidade replicativa de mioblastos de camundongos mdx foi também
demonstrada por estudos in vitro (BOCKHOLD er al., 1998), bem como por estudos in
vivo que demonstram que ndo bha diferenca entre a capacidade regenerativa de misculos
de camundongos mdx e C57bl/10 (GROUNDS ef ¢f.,1992),

Nossos resultados mostraram gue ao final 56 aplicagBes, a populagdo de fibras

regeneradas nos amimais distréficos sofreu uma redugfio de 48% em relaclio ao grupo

BB LA e F

i
D e TECA 8 54 Toein,

E




conirole. Por outro lado, 2o hinal de 20 aplicagBes a reducio da populagio de fibras foi de
{0.2%), nfo sendo significativa em relagdo 4 populagio de animais distréficos,

Tsses dados ndo sio concordantes com agueles de ITAGAK] ef of. 1995, A razio
para tal discordéncia ndo esta clara, mas uma possibilidade refere-se ao nimerc de
imecbes do agenie mionscrdiico. Considerando-se gue & cada ipecdo cerca de 80% das
fibras sfo atingidas, estima-se gue ao final das 56 aplicagfes cada fibra sofra 44 ciclos de
degeneracdo e regeneragdo {(SADEH ef of. 1983). Considerando-se ainda que 2 cada ciclo
as células satélites softem 4 divisGes mitdticas (BISCHOEF, 1998), calcula-se que ao final
disto, em nossas condigbes experimentars cada célula satélite tenha sido submetida 2 176
divises.

T/sando-$& © mesmo raciocinio estima-se que nos experimentos de ITAGAKI er all
1995, os 12 ciclos mduzidos produziram apenas 40 divisdes. Nossa hipotese € que esse
mimero Ge divisDes mitdficas seja insuficiente provocar alieragbes na capacidade
regenerativa da fibra muscular. Essa idéia encontra sustentacdc em nossos proprios
achados pois consiaiamos que mesmo com 20 aplicagBes, onde seriam induzidos 64
divisdes, a capacidade regenerativa nfio se altera sugerindo que com esse numerc de
mitoses n30 hé exaustdo da capacidade replicativa das células satélites. Dessa forma, o
niimere de ciclos mitdticos observados neste modelo € insuficiente para comprometer o
potencial miogénico, ja que é infenor ao citado na hiteratura (WEBSTER & BLAU, 1990;

SCHULTZ, 1996}

Contudo, a redugio da populago de fibras em 48% no grupo dos animais mdx em

relacio ao controle denota uma significativa diminuicdo no nbmero de divisdes mitdticas

das células. Estes resultados sdo concordantes com aqueles obtidos nos estudos realizados
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por WEBSTER & BLAU, 1950 ¢ por IRINTCHEYV 7 @i, 1997, referentes a redugdo da
capacidade miogénica das oélulas por exaustdo dos ciclos mitoticos.

Um outro dado imporiante oferscido por KARPATI er ol 1988, revela que a0
final de 60 dias encontra-se uma populacio de fibras com centronucleaciio svidente que
representa cerca de 80 % da populagiic total de fibras do musculo, confudo, a
porcentagem de fibvas regeneradas obtida em nossos resultados € discordante. Uma
possivel explicagio parz este achado baseia-se nos estudos de ZACHARIAS &
ANDERSQON; 1991, onde € sugerida a possibilidade de uma redugfo no nimero de fibras
regeneradas pelo retorno do wicleo para a penferia da fbra. Apos a lesio, as fibras
musculares apresentam seus nucleos distribuidos centraiments, sendo que parte delas
progressivamente apresentam migracio nuclear em diregio & penferia, mas isso ainda nao
esta totalmente estabelecido.

Ao mesma tempe que se investiga a origem da redugdic do mimerc de fibras
regeneradas por meio da exaustio da capacidade mitblica das mesmas, diversos autores
procuram estabelecer uma carrelagio entre esta redugéo € com a fibrose intersticial.

Fsta bem estabelecido que a proliferacio do tecido conjuntivo ests associada &
substituigio de fibras necrdticas em pacientes portadores da DMD, caracterizando a
fibrose. Da mesma forma, a proliferagBo de tecido conjuntivo em animais distroficos €
descrita por TANABE er af,, 1986, LEFAUCHER eraf., 1995; ITAGAKI er /., 1995 ¢
RINTCHEV ef af., 1997.

Parg alguns autores 4 reducdo da capacidade regenerativa deve-se ao aumento da
fibrose intersticial promovendo a formacio de uma barreira mechnica. Isto impediria 2

migragio das células satélites durante a formaco do miotubo resultando num decrescimo
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da atividade muogémica. Isto exphcana , por conseguinte, a evolucio da DMD nos
pacientes ( LEFAUCHER eral , 1995, ITAGAKI er al., 1995).

Contudo, em nossos resuliados ndo foi constatada fibrose intersticial. Foi possivel
observar peio método do Picrosirus ~ Hematoxiling uma discretz formacio de tecido
conjuntivo e fibroblasios jumio a0 endomisio e perimisic, semn entreianio constinur uma
fibrose propriamente dita (PASTORET & SEBILLE, 1995 Os dados obtidos com a
andlise estereoldgica da densidade de volume deste tecido formado junto acs mwisculos
revelaram que g quantidade de conjuntivo presente nos animais B1Q e MDX com 20 e 56
aphcaghes ndo variou de modo sigmficativo, uma vez que em ambos, 0 aumento desse
componente dentro do mesmo grupe ndo atinge 0.5 % ¢ varacio entre os grupos € de
0.1%, sendo portanto ndo significativa,

Dessa forma, o$ resultados obtidos nfio correspondem aos citados na lfiteratura
(LEFAUCHER et af , 1993, ITAGAKI ef ., 1995}, ndo havendo dados que sugiram a
formacio de fibrose nos animais distroficos. Este fato explica-se pela propria sucessio de
eventos que integram o processo de reparo. Como nBo foi constatada uma redugio do
nimero de fibras mmsculares, ndo houve formacio de um iecido fibrose cicatricial gue
permeasse 0s espagos deixados pela auséncia fibras.

A auséncia de uma fibrose macica gue impedina 2 migragio dos mioblastos exchu
a tese de que este fator seria o respousavel pela reducic da capacidade regenerativa das
fibras ¢ reforca a idéia de gue esta redugfio estaria ligada 4 fatores intrinsecos as células,

come um provavel esgotamento da capacidade miogénica.
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V. CONCLUSAQO




De acordo com nossos resultados, podemos conchuir que:

i. A reducdo da capacidade regenerativa das fibras estd diretamente
associada 2 exaustio da capacidade proliferativa das células satélites:

2. M™Mac ha gualguer evidincia de gue 2 reducho da capacidade regenerativa

destas fibras esieja associada ao aparecimento de fibrose intersticial.
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