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RESUMO

A deficiéncia da expressdio da distrofina, proteina associada a2 membrana sarcoplasmatica, tem
sido considerada como a principal causa da distrofia muscular de Duchenne. A auséncia da
distrofina alteraria a integridade estrutural do sarcolema ocasionando sua desestabilizagdo, o que
permitiria a entrada elevada de calcio para dentro da fibra muscular, levando a sua degeneragiio.
Estudos realizados com camundongos mdx, modelo experimental da distrofia muscular de
Duchenne, demonstraram que a degenera¢do muscular inicia-se ao redor do 20° dia de vida pos-
natal. Sendo sugerido que o inicio da degeneracdo das fibras musculares seria em conseqiiéncia
do aumento normal da atividade muscular, neste periodo. Entretanto, esta hipotese nio ¢
totalmente aceita, pois ha trabalhos que demonstram que exercicios voluntarios diminuem a
progressdo da distrofia muscular. Assim sendo, no presente trabalho verificamos se o exercicio
fisico continuo realmente acelera o processo de degeneragio das fibras musculares distroficas ¢
se o tratamento com um estabilizador de membrana (Cromolim) protege os musculos dos animais
distroficos. Para tanto, foram utilizados 20 camundongos da linhagem mdx divididos em 4
grupos: mdx s, mdx stc, mdx e, mdx etc. Os animais dos grupos mdx e e mdx etc foram
submetidos a 6 semanas de treinamento de exercicio continuo em esteira com duragio de 30
minutos. Adicionalmente os animais tratados com Cromolim receberam a droga adicionada na
agua do bebedouro. Apos 6 semanas de treinamento e tratamento com Cromolim os animais
foram sacrificados e o masculo tibial anterior foi retirado e analisado morfologicamente. Nossos
resultados demonstraram que a atividade fisica nfio acelera o processo de degeneragiio muscular
nos camundongos distroficos e que o tratamento com o Cromolim nfio previne a degeneragio

muscular nos referidos animais.



ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) i1s a severe X-linked hereditary disease caused by the
absence of functional dystrophin. In DMD muscle, the lack of dystrophin is accompanied by
alterations in the dystrophin-glycoprotein complex (DGC). The aiteration of the DGC leads to
membrane fragility and loss of membrane integrity, resulting in degeneration of skeletal muscle.
Dystrophin-deficient skeletal muscles of mdx mice undergo their first round of degeneration-
regeneration at the age of 20-21 days post natal. A number of studies have suggested that this
results from an increase in motor activity at weaning, however there is controversy. The purpose
of this study was to use the mouse model of muscular dystrophy (mdx) to determine if the
progression of the dystrophic phenotype in tibialis anterior muscle is associated with an increase
in motor activity at the age of 20-21 days and if the treatment with Cromolyn sodium protects the
dystrophic muscles. The mdx (both untreated and treated) mice belonging to exercise groups
underwent a 30-min run on a horizontal treadmill at 10 cm/seg, five days a week, for 6 weeks.
The results showed that exercise was not detrimental to dystrophin-deficient muscle and that

Cromolyn sodium did not prevent muscle degeneration.



1.0 INTRODUCAO



1.1 Distrofias Musculares

O termo distrofia muscular progressiva faz referéncia a um grupo de doencas genéticas
caracterizadas por degeneragiio progressiva da fibra muscular, sendo a distrofia muscular de

Duchenne (DMD) a mais grave € comum dentre as distrofias (SWASH & SCHWARTZ, 1988).

1.2 Distrofia Muscular De Duchenne (DMD)

1.2.1 Aspectos Clinicos

A distrofia muscular de Duchenne foi primeiramente descrita por MERYON (1852} ¢
DUCHENNE (1868) e é considerada a mais devastadora das distrofias musculares, afetando
aproximadamente uma em cada 3500 criangas do sexo masculino nascidas vivas. Em média, 1
em 3 casos ¢ resultado de uma mutag¢do no dvulo da mée ou da avo da crianga (ENGEL ef al.,
1994).

O diagnostico, na maiorita dos casos, ¢ feito somente no quarto ou quinto ano de vida,
quando os pais percebem que a crianga apresenta um atraso no desenvolvimento motor. Os sinais
clinicos, como fraqueza muscular manifestam-se inicialmente nos membros inferiores, onde
posteriormente desenvolve-se pseudohipertrofia muscular caracterizada por fibrose intersticial e
proliferacdo de tecido adiposo. Este fato cria dificuldades para a deambulagio, manutengio da
posi¢do ortostatica, ¢ em levantar-se a partir da posicdo agachada. A degeneracdo muscular
progride, resultando em intensa fraqueza de outros grupos musculares (ENGEL ef al., 1994).

No pericdo correspondente a segunda década de vida, apds a perda da capacidade de

locomogdo, ha uma redugcdio da massa muscular dos membros acompanhada de uma cifo-



escoliose pronunciada, seguida do comprometimento dos musculos respiratorios e cardiaco.
Assim sendo, o Obito ocorre frequentemente por insuficiéncia respiratoria ou cardiaca, ao redor

dos 20 anos de idade (ENGEL ef al., 1994).

1.2.2 Patogénese

Acredita-se que a patogénese da DMD esta relacionada com uma anormalidade da
membrana da fibra muscular, a qual permite a saida de enzimas intracelulares ¢ o ingresso de
calcio (LAPIDOS et al., 2004, MAUNDER ef af., 1980). O acimulo de célcio é um fator
importante na evolugdo da degeneragiio muscular (RUEGG et al, 2002; EBASHI & SUGITA,
1979). Um aumento elevado na concentragfio de célcio em bidpsias de musculos de pacientes
com DMD tem sido extensamente reportado (JACKSON ef al., 1985; MAUNDER ¢/ al,, 1980).
QOutras altera¢Bes histopatologicas importantes sio multiplos focos de necrose associados a
intenso infiltrado inflamatério, fagocitose e regeneracdo parcial das fibras musculares (SEIXAS
et al., 1997).

Hoje sabe-se que a DMD € uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X, sendo que as
translocagOes e delegdes detectadas neste foram observadas na banda I da regido 2 do brago curto
do cromossomo, denominada de banda Xp2l. Essa banda apresenta uma sequéncia de
nucleotideos responsaveis pela expressio de uma proteina denominada distrofina. Devido ao
tamanho e complexidade do gene, ¢ bastante elevada a taxa de mutagdo, delegdes ou duplicagdes
(HOFFMAN, 1996). Isto resulta na leitura errada e/ou parada prematura da transcri¢do génica e
codificagio anormal da proteina, tornando-a instavel e facilmente degradada por proteases

endégenas (BIGGAR ef al., 2002; PETROF, 1998; SEIXAS ef al., 1997).



1.3 Distrofina

A distrofina € uma proteina de massa molecular relativa de 427 kDa, presente em
musculos normais, mas deficiente em musculos distroficos (ENGEL ef al., 1994). O codigo de
sequéncia para a expressdo de distrofina é realizado por 79 exons, e comandada pela atuagio de
diversos promotores presentes em alguns tipos celulares, como as células musculares, as células
gliais, as células de Purkinje e as células de Schwann. O promotor muscular para a distrofina é
bastante ative nos musculos esqueléticos e cardiacos. A expressdo da distrofina muscular é
regulada de acordo com as ctapas do desenvolvimento. Nos musculos fetais, a distrofina é
detectada no sarcolema depois da nona semana de gestagfio, aumentando progressivamente sua
expressdo nas jungdes neuromusculares e miotendinosas, na superficie das membranas dos
tiibulos T e junto a diversas jungdes celulares (ENGEL et al, 1994).

Quanto a organizagio molecular, a distrofina € um dimero antiparalelo associado a outras
proteinas estruturais do sarcolema. O dimero de distrofina apresenta-se dividido em quatro
dominios; o primeiro relacionado com a a-actina, o segundo ligado a espectrina, © terceiro a
ancarina e o ultimo a um complexo de proteinas unidas 4 laminina (ENGEL ez al., 1994).

A distrofina é encontrada principaimente na face citoplasmatica do sarcolema, fazendo
parte do citoesqueleto subsarcolemal, ligada aos miofilamentos da fibra muscular e a um
complexo de glicoproteinas da membrana (SUNADA & CAMPBELL, 1995).

O complexo distrofina-glicoproteinas ¢ constituido por proteinas sarcolemais e expresso
em alta concentragdo no musculo estriado (ERVASTI & CAMPBELL, 1991; CAMPBELL &
KAHL, 1989). Os componentes integrais deste complexo incluem: a distrofina, que liga-se a

actina F (RYBAKOVA & ERVASTI, 1997, RYBAKOVA et al., 1996; HOFFMAN et al., 1987);



a o-distroglicana e a B-distroglicana, que encontram-se ligadas ao dominio G da laminina 2 e a
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 et al,
1995); uma proteina que apresenta quatro dominios transmembranicas, denominada de sarcospan
(CROSBIE et al, 1997); e as sarcoglicanas (NIGRO et al., 1996; JUNG et al., 1996). O
complexo de sarcoglicanas consiste de quatro proteinas transmembranicas denominadas de -
sarcoglicana, P-sarcoglicana, y-sarcoglicana, &-sarcoglicana, as quais estdo ligadas a [-
distroglicana (NIGRO et al., 1996; JUNG et al., 1996; SUNADA & CAMPBELL, 1995). Em
adi¢fio a laminina 2 e actina F hé evidéncias de que a 6xido nitrico sintase neuronal (BRENMAN
et al., 1995) e uma proteina chamada distrobrevina (SADOULET-PUCCIO et al., 1997; BLAKE
et al, 1996) também interagem com os componentes do complexo distrofina-glicoproteinas
(Figura 1).

Organizagdo normal do sarcolema

matriz extracelular

Deficiéncia de distrofina

matriz extracelular

o 4 %ﬁﬁ&eﬁlﬂﬁﬁ@

distroglicanas |

sarcolema | distroglicanas sarcoglicanas
/ .
sarcospan
* sarcolema
distrofina
i sintrofina
B, distrobrevina dtsM’ma
el h J distrobrevina
citoesqueleto do musculo
citoesqueleto do musculo

Figura 1. Esquema da organizagdo do complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema da fibra

muscular. Adaptado de John Porter, Microscopy Research and Technique, 48, p.127-130, 2000.



O complexo distrofina-glicoproteinas confere a estabilidade da membrana da fibra
muscular durante sua contragdo e relaxamento (ENGEL et al., 1994). Portanto, a auséncia de
distrofina ou de outras proteinas integrantes do complexo alteraria a integridade estrutural do
sarcolema (PASTERNAK ef al., 1995) levando a sua desestabilizaciio. Acredita-se que essa
desestabilizag8o permitiria a saida de enzimas intracelulares € o ingresso de calcio (RUEGG et
al., 2002, GAILLY, 2002; MAUNDER ef a/, 1980). A entrada elevada de calcio ativaria o
sistema de contragdo muscular resultando em hipercontragio miofibrilar, ativagio de proteases
endbgenas e necrose da fibra muscular (para revisio vide BOGDANOVICH et al., 2004;
BIGGAR ef al, 2002; BLAKE ef g/, 2002; RANDQO, 2001, LEFAUCHEUR ¢f al., 1996;
VATER et al., 1995).

Apos a fagocitose, parte das fibras degeneradas sdo substituidas por fibras musculares
neoformadas as custas de processo regenerativo, A capacidade regenerativa, contudo, declina
acentuadamente a partir de 3 anos de idade, quando entdo as fibras necroticas passam a ser
substituidas por tecido fibro-adiposo. Quando este processo atinge os musculos da respiragéo, em
especial o diafragma, uma grande parte dos pacientes vai a Obito por insuficiéncia respiratéria

(ENGEL et al., 1994).

1.4 Animais Distréficos

Até o final da década de 80, o estudo da DMD estava restrito as analises de biopsias ou ao
cultivo de células, sendo impossivel uma observagio experimental controlada da degeneracgéo
muscular. Entretanto, surge nesse periodo uma linhagem de camundongos mutantes originados da
linhagem CS57BL/10, denominados mdx, X chromossome-linked muscular dystrophy

(BULFIELD ef al, 1984).
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Estudos genéticos demonstraram que nos camundongos mdx o gene afetado ¢ homoélogo
ao dos pacientes com DMD (LEFAUCHEUR ef al, 1995). Esses camundongos apresentam
deficiéncia na produgfio da distrofina nas suas fibras musculares, reproduzindo assim, as
caracteristicas das fibras musculares dos pacientes portadores de DMD (BULFIELD ef al., 1984;
SICINSKI ef al., 1989). Face a isto, os camundongos distroficos sdo extensivamente utilizados
como modelo experimental para investigagio de diversos aspectos da DMD. Assim sendo, muito
o que se sabe hoje sobre a fisiopatologla da doenga deve-se aos estudos realizados com esses
animais (BERWID et al., 2004; VILQUIN et al., 1998; BOCKHOLD et af., 1998; ANDERSON
et al., 1998, IRINTCHEYV et al., 1997, LEFAUCHEUR et ¢/, 1995, PASTERNACK et al., 1995;
PASTORET & SEBILLE, 1995).

Apesar da auséncia da distrofina ser um achado comum tanto nos pacientes portadores de
DMD quanto nos camundongos mdy, ultraestruturalmente ha algumas diferencgas evidentes entre
a patologia de cada um deles. Os camundongos mdx ndo apresentam fibrose intensa e deposito de
tecido adiposo na maioria dos tecidos musculares esqueléticos; machos e f€meas sdo afetados e
os musculos regeneram sucessivamente apos necrose {(CULLEN & JAROS, 1988).

Nos musculos de camundongos mdx os ciclos de degeneragdo/regenerago se iniciam
efetivamente por volta dos 20 dias de idade. Estudos mostraram que no sétimo dia pos-
nascimento 0s camundongos apresentam cerca de 0,62% das fibras musculares regeneradas. No
décimo quarto e vigésimo primeiro dias, 2,2% e 5%, respectivamente, periodo caracterizado
como estado pré-necrdtico (MINATEL ef al, 2003; PORTER ef al, 2003). Com cerca de 120 dias
de idade, praticamente todas as fibras do musculo encontram-ge regeneradas (TANABE ef af
1986). O fato de que a degeneragfio muscular s6 é observada apos o 20° dia de vida pés-natal,
apesar dos camundongos mdx nascerem sem a proteina distrofina, levou alguns autores a

sugerirem que a degeneragio ¢ conseqiéncia do aumento da atividade muscular neste periodo
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(STEDMAN et al, 1991, CULLEN & JAROS, 1988). Estudos utilizando varios tipos de
exercicio demonstraram que a atividade muscular promove lesdes nas fibras musculares
distroficas (BRUSSEE ef al, 1997, VILQUIN er af, 1998; WELLER e/ al, 1990).
Adicionalmente, em milsculo inativo por desnervagio ou transec¢do da medula espinhal, ndo
foram observados necrose e presenca de nicleos centrais em suas fibras musculares (KARPATI
et al., 1988). Entretanto, a hipotese de que a atividade muscular promove lesdes nas fibras
musculares disiroficas ainda nfo ¢ totalmente aceita, pois ha trabalhos que demonstram que
exercicios voluntarios diminuem a progressio da distrofia muscular (DUPONT-
VERSTEEGDEN ef al, 1994; DUPONT-VERSTEEGDEN, 1996; HAYES & WILLIAMS,
1996).

Adicionalmente, tém-se relatado que o processo inflamatorio, mediado por células
polimorfonucleares, macréfagos e mastocitos, possui papel fundamental no avango da doenga.
No periodo pré-necrotico, além da presenca de fibras regeneradas, observou-se também que este
fendmeno ocorre ao mesmo tempo em que o nimero de mastocitos encontra-se elevado, quando
comparado com musculos nfo distroficos (LEFAUCHEUR e/ al, 1996). Nos pacientes com
DMD, em presenca de processo inflamatdrio intenso, observou-se que o namero de mastocitos se
encontrava elevado ao mesmo tempo em que OS sinfomas mostravam-s¢ mais pronunciados
(GOROSPE et al, 1994a). Além disso, a injecio intramuscular direta de grinulos e/ou
substdncias dos mastdcitos promoveu prejuizo nos misculos do mdx, mas ndo em musculos
nor'mais, sugerindo que os masculos distroficos possuem sensibilidade aumentada aos produtos
dos mastécitos (GOROSPE e/ af, 1994b).

Em 1996, GRANCHELL] e colaboradores submeteram camundongos adulios da linhagem
mdx a estresse fisico e tratamento didrio com Cromolim (Intal® - Aventis) na tentativa de

estabilizar a membrana plasmatica de mastdcitos, inibindo a liberagfio de histamina e leucotrienos
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em orgdos alvo (GRANCHELLI ef al,, 1996). O Cromolim é um agente antiinflamatorio nio
hormonal que foi introduzido primeiramente para o tratamento da asma brénquica, na década de
60. Com o passar dos anos, evidenciou-se que também poderia ser utilizado no tratamento de
outras patologias em que os mastdcitos estivessem envolvidos, tal como as distrofias musculares
(BERMAN, 1983). Através deste experimento, observou-se que embora os camundongos midy
apresentassem aumento significativo na for¢a muscular, esta melhora funcional ndo foi
acompanhada por uma diminuigdo significativa nos niveis da enzima triptase, a qual € liberada
pela degranulagfio dos mastdcitos. Sendo sugerido que o cromoglicato de sddio atuaria através de
mecanismos desconhecidos, que ndo a estabilizagfio dos mastocitos (GRANCHELLI ef af.,
1996). Baseados neste trabalho levantam a hipotese de que o Cromolim poderia esiabilizar a fibra
muscular, impedindo a entrada de célcio € com isso diminuir a degeneragdo muscular,

Se realmente o inicio da degenera¢gdo muscular € conseqiiéncia do aumento da atividade
fisica, conduzindo a uma maior concentragdo de calcio para dentro da fibra muscular, uma vez
que, a auséncia de distrofina nas fibras distroficas altera a integridade do sarcolema, ¢ possivel
que um agente estabilizador de membrana possa proteger os musculos dos pacientes distroficos

das lesbes provocadas pelo aumento da atividade fisica.
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2.0- OBJETIVOS



Os objetivos deste trabalho foram:

o Verificar se o exercicio fisico continuo, realmente acelera o processo de degeneracio

das fibras musculares distroficas.

eVerificar se o tratamento com Cromolim, um estabilizador de membrana, diminui a
degeneragdo muscular das fibras musculares dos camundongos mdx submetidos a exercicio

continuo.
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3.0-MATERIAIS E METODOS



3.1- Animais

Foram utilizados 20 camundongos de ambos 0s sexos da linhagem mdx, os quais foram
adquiridos do Biotério Central da UNICAMP e mantidos no biotério do Departamento de
Anatomia, em caixas plasticas padriio, com condi¢Ses ambientais adequadas (12 horas de ciclo
claro/escuro), com ragdo e agua ad libitum. Os referidos animais foram pesados semanalmente
desde o inicio do exﬁerimento até o dia do sacrificio. Sendo que, os animais tratados com

cromoglicato de sodio foram pesados diariamente.

3.2- Grupos Experimentais

3.2 {- Grupo mdx sedentario (mdx s)
Constituido de 5 animais com 21 dias de vida. Este grupo teve por objetivo verificar a
presenga e quantificar o numero de fibras que apresentam micleo central, indicativo de fibras

musculares regeneradas, servindo de controle para o grupo submetido ao exercicio.

3.2.2- Grupo mdx sedentdrio + Cromolim (mdx s+c)

Constituido de 5 animais com 21 dias de vida, tratados com cromoglicaio de sédio
adicionado & dgua do bebedouro por 6 semanas. Este grupo teve por objetivo verificar a presencga
e quantificar 0 mimero de fibras musculares regeneradas, indicadas pela presenga de nuicleo

central, servindo de controle para o grupo submetido ao exercicio e ao tratamento com

Cromolim.
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3.2.3- Grupo mdx + exercicio (mdx e)
Constituido de 5 animais com 21 dias de vida, submetidos a treinamento de corrida
continua em esteira motorizada por 6 semanas. Este grupo teve por objetivo verificar a presenca e

quantificar o mimero de fibras musculares regeneradas, indicadas pela presenca de nicleo central.

3.2.4- Grupo mdyx + exercicio + Cromolim (mdx e+c)

Constituido de 5 animais com 21 dias de vida, submetidos a periodos de treinamento de
corrida continua em esteira motorizada e tratados com Cromolim, adicionado a agua do
bebedouro por 6 semanas. Fste grupo teve por objetivo verificar a presen¢a ¢ quantificar o

miimero de fibras musculares regeneradas, indicadas pela presenga de nicleo central.

3.3-Tratamento com Cromelim

O Cromolim (cromoglicato de s6dio) foi sintetizado em 1965 como parte de uma tentativa
de melhorar a atividade broncodilatadora de quelina, uma cromona (benzopirona) derivada da
planta Ammi visnaga. Tem como efeito farmacoldgico inibir a secrecde de histamina e de outros
autacoides no pulmdo humano durante respostas alérgicas mediadas por IgE. Acredita-se que
atuam em mastocitos pulmonares, as células-alvo primarias na reacdio de hipersensibilidade
imediata. Maior aten¢3o tem sido focalizada na sua capacidade em reduzir o acimulo intracelular
de calcio induzido por antigenos em mastocitos sensibilizados, sendo sugerido que o
cromoglicato de sodio atua estabilizando a membrana celular, mais especificamente, bloqueando
canais de calcio (CHURCH, 1978; JOHNSON, 1978).

Em virtude dessa caracteristica utilizamos o Cromolim como agente estabilizador de

membrana. Para tanto, o grupo mdx s+c € o grupo mdx e+c, receberam a droga adicionada a dgua
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do bebedouro na conceniragio 50 mg/kg/dia durante todo o experimento diariamente. Para
realizagdo de tal procedimento, os animais foram acompanhados diariamente uma semana antes
do tnicio do tratamento para avaliacdo da quantidade de agua ingerida Com base nesse dado, a

droga foi diluida exatamente na quantidade de 4gua que o animal consome diariamente.

3.4- Protocolo do Exercicio

Os camundongos do grupo mdx e ¢ os animais do grupo mdx etc foram submetidos a
periodos de 6 semanas de treinamento de corrida continua, praticados 5 vezes por semana, sob
uma esteira motorizada com uma velocidade de 10 cm/seg (ZEMAN e/ af., 2000, GRANCHELLI
et al, 1996). As sessGes de treinamento foram iniciadas com corridas de duragdo de 15 minutos e

gradativamente aumentadas, alcangando por volta da terceira semana os 30 minutos de corrida

continua.

3.5- Procedimento cirirgico para retirada do muscuio

Apos as 6 semanas de treinamento, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral
10% intra-peritonial (0,2 ml do anestésico, para cada 20 g de peso corporal) e perfundidos com
20 ml de solugéo tampdo (PBS), pH 7.5.

O musculo tibial anterior direito e esquerdo foram retirados e fixados com formalina e
submetidos a técnicas histologicas de rotina (inclusio em historesina) e corados com

hematoxilina ¢ eosina (HE), para posterior observagio ao microscopio de luz.



Técnica de inclusio em historesing

A historesina ¢ um meio de inclusfo pertencente ac grupo das resinas poliméricas, as
quais se constituem em massas solidas através da agfio de agentes polimerizantes.

O processamento do material incluiu as seguintes etapas:

Desidratacdo e inclusdo

Os fragmentos previamente fixados foram lavados e imersos em etanol 70% e
progressivamente desidratados em etanol 95%, etanol absoluto I e etanol absoluto II ficando
imersos por 30 minutos em cada solugao.

Apds o ultimo banho de etanol absoluto, os fragmentos foram transferidos para uma
solugéo de etanol-resina por 3 horas sendo sequencialmente transferidos para a resina pura, onde

permangceram overnight.

Emblocamento

No momento do emblocamento, o material foi adicionado em formas diminutas & qual
adicionou-se a resina polimerizador. A polimerizagio foi realizada a vacuo. A influéncia de
temperaturas mais elevada acelera a polimeriza¢do, podendo utilizar-se deste recurso em aiguns

casos, Uma vez polimerizada a resina, os blocos foram retirados das formas.
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Microtomia e coleta dos cortes

Para obtengdo de cortes em historesina utilizou-se navalha de vidro em &ngulo reto, a
partir da qual foi possivel obter-se¢ cortes de 5 pum. Os cortes foram colocados em ldminas ¢ a

seguir corados.

Técnica de coloragdo pela hematoxilina-eosina

Os cortes foram hidratados e corados em solugdio de hematoxilina por 15 minutos. Em
seguida foram lavados em agua corrente para retirar o excesso do corante. Seqiiencialmente,
foram corados com eosina por 10 minutos. Novamente foram lavados em agua destilada. A

seguir realizou-se a desidratagdo e montagem dos cortes em verniz.

3.6 Selecao do material

O musculo selecionado para o desenvolvimento deste trabalho, conforme j4 citado, foi o
musculo tibial anterior. A escolha do referido musculo deve-se ndo sé ao fato deste ja ser
empregado nos experimentos desenvolvidos no laboratério de jun¢do neuromuscular, onde este
trabalho foi realizade (LUZ ef al, 2002), mas também por ser bastante utilizado nos
experimentos que envolvem atividade fisica (LANG ef af , 2004; SACCO et al., 1992) e por ser
altamente susceptivel a lesfio provocada por aumento da atividade contractit (DELORUSSO et

al., 2001).
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3.7- Analise histologica

Os cortes histologicos (5 pm de espessura) foram observados em microscopio de luz e o
pardmetro avaliado foi o numero de fibras que apresentam nucleo central indicativo de fibras
musculares regeneradas (TORRES & DUCHEN, 1987).

Para contagem da populagio de fibras foram selecionadas 2 secgBes do musculo tibial
anterior de cada um dos animais empregados no experimento. A contagem foi obtida através de
um reticulo de cem pontos, acoplado a ocular do microscépio em objetiva de 40 X, com auxilio
de um contador manual. Foram contadas todas as fibras do corte (fibras normais e regeneradas)
para a estimativa da populacéio total de fibras do musculo. Desta forma foi possivel obter a
porcentagem de fibras normais e regeneradas dos animais empregados no experimento. Os

resuitados obtidos foram submetidos ao Teste’t de Student.
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4.0 RESULTADOS
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4.1 Grupe mdx sedentirio

ApoOs a pesagem semanal dos animais verificou-se um ganho significativo no peso desses,
como mostra a Tabela 1.

Observamos que cerca de 25% das fibras musculares do musculo tibial anterior dos
camundongos mdx, com aproximadamente 2 meses de vida, apresentavam nucleo central,
indicativo de fibra muscular regenerada (ver Tabela 2 e Grafico 1). As fibras regeneradas
apresentaram difimetros variados, nicleo central pequeno e hipercromatico e nucléolo

proeminente {(Fig. 1A). Observamos também grande quantidade de infiltrado de células

inflamatérias (Fig. 1B).

4.2 Grupo mdx sedentario+cromolim

Apos a pesagem semanal dos animats verificou-se um ganho significativo no peso desses,

como mostra a Tabela 1.

Cerca de 23% das fibras musculares apresentavam nucleo central (ver Tabela 2 e Grafico

1), caracterizadas da mesma forma que o grupo mdx sedentério.

4.3 Grupo mdx esteira

Verificou-se um ganho significativo no peso dos amimais desse grupo durante o

experimento {ver Tabela 1).

Vertficamos 25% de fibras musculares regeneradas no misculo tibial anterior dos

camundongos mdx submetidos ao treinamento em esteira (ver Tabela 2 e Graficol). Estas fibras
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apresentavam caracteristicas semelhantes as fibras musculares dos grupos experimentais descritos

anteriormente.

4.4 Grupo mdx esteira+cromolim,

Apés analise estatistica (Teste’t de Student) vertficou-se uma diferenga significativa
{p<0,05) no peso desses animais em relagdo ao demais grupos experimentais. Esta diferenca
provavelmente deve-se ao fato desses animais ja apresentarem um peso menor no inicio do
tratamento em relagio aos demais grupos. Embora exista esta diferenga, observamos que durante

todo o experimento houve um ganho significativo no peso desses animais (ver Tabela 1).

Verificamos que cerca de 23% das fibras musculares desse grupo apresentavam nucleo
central indicativo de fibra muscular regenerada (ver Tabela 2 e Graficol), apresentando
caracteristicas semelhantes as fibras regeneradas dos grupos experimentais descritas

anteriormente.



24

TABELAS

Tabela 1 — Media do peso (g) corpbreo dos animais disiroficos nos diferentes grupos

experimentais, desde o inicio do tratamento (21dias pds-natal) até o dia do sacrificio (63 dias pos-

natal).

1* Semana 2" Semana 3" Semana 4" Semana 5" Semana 6" Semana
mdx s 9,00 12,00 17,20 22,00 26,00 28.87
mdx s+c 9,92 12,35 18,77 22,89 26,08 29,44
mdx e 9,70 11,99 13,09 16,86 20,21 22,05
mdx etc 5,01 7,27 9,46 10,35 11,55 14,25

Tabela 2 — Média ¢ desvio padrdo das fibras musculares que apresentavam micleo central e

periférico nos 4 grupos experimentais.

Fibras com niicleo periférico Fibras com nucleo central
nudx s 3175 £ 8073 1014 + 328
mdx s+c¢ 3075 £952,5 899 + 333
mdx e 3060 £ 875,4 900 + 300
mdx etc 2975 £ 782,0 851 + 187

Apos analise estatistica (Teste’t de Student) constatou-se que nfio hé diferenga significativa entre

o nimero de fibras com nicleo central e periférico entre os diferentes grupos experimentais.
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GRAFICO 1 - Porcentagem de fibras musculares com nicleo centralizado e periférico
determinadas no musculo tibial anterior de camundongos mdx nos diferentes grupos

experimentais.
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FIGURAS

Figuras 1A e B. Corte transversal do musculo tibial anterior do camundongo mdx. Observe em A
fibras musculares regeneradas (setas), indicadas pela presenca de nicleo central com nucléolo

proeminente (cabecas de seta). Em B, observe a presenca de infiltrado inflamatorio (seta). Barra:

80um.
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5.0 DISCUSSAO
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A descoberta da distrofina e de seu gene permitiu um grande avango no entendimento da
base molecular da distrofia muscular de Duchenne (para revisio ver MARQUES, 2004). Apesar
desse fato ter ocorrido ha quase 20 anos (KOENIG ef of., 1987) ainda ndo ha um tratamento
definitivo para esta patologia. Muitos pesquisadores tém-se empregado no estudo da terapia
genética (para revisdo ver BOGDANOVICH et al., 2004), porém ainda ha um longo caminho a
trilhar nessa dire¢do. Ainda ha uma demanda continua de pacientes e clinicas médicas em busca
de novas estratégias terapéuticas que diminuam os sintomas ¢ melhorem a qualidade de vida dos
pacientes distréficos (DUBOWITZ, 1997). Para avahar algumas terapias, a utilizacio de animal
modelo para essa patologia é fundamental. Nesse sentido o camundongo mdx, geneticamente e
bioguimicamente homodlogo a distrofia muscular de Duchenne, é o modelo animal mais utilizado
para o estudo das distrofinopatias € pode prover uma plataforma experimental para testar drogas
que poderdio ser potencialmente fiteis no tratamento dos pacientes distroficos. Além de ser valioso
para experimentacdo de terapias celulares, genéticas ¢ farmacologicas, o camundongo mex
também pode auxiliar nas controvérsias existentes quanto 3 realizagio de atividade fisica pelos
pacientes distroficos.

A utilizacdo de exercicios fisicos como potencial estratégia de terapia para a distrofia
muscular de Duchenne ainda é muito discutida. Estudos utilizando varios tipos de exercicio
demonstraram que a atividade muscular promove lesdes nas fibras musculares distroficas
(BRUSSEE et al., 1997, VILQUIN ef al, 1998; WELLER ef al., 1990). Entretanto, outras
pesquisas demonstraram que a atividade contractil ndo excéntrica ndo ¢ lesiva para o muisculo
distrofico (MOENS ef ai, 1993; SACCO ef al, 1992; HEAD ef al., 1992; McARDLE et a/,
1991; SCOTT, ef al., 1990). Suportando esta 1déia, estudo com animais mdx submetidos a
periodos de natagiio de alta intensidade, demonstrou aumento da capacidade oxidativa e

resisténcia 4 fadiga (HAYES ef al, 1993). Similarmente, exercicios de corrida voluntaria de
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longo tempo aumentaram a forga do muisculo diafragma dos camundongos mdx, sugerindo que
exercicios de endurance leve podem ser util como estratégia terapéutica da fungéo pulmonar nos
pacientes distroficos (DUPONT-VERSTEEGDEN et al., 1994).

No presente estudo nossos resultados estdo de acordo com as pesquisas que demonstram
que exercicios aerobicos ndo aceleram a progressdo da distrofia muscular de Duchenne. Uma vez
que, observamos por meio de analise morfoldgica que o exercicio fisico continuo nio acelera o
processo de degeneracfo das fibras musculares distroficas. Adicionalmente, confirmando também
nossos resultados, Carter e colaboradores em 2002, sugeriram que exercicios aerdbicos leves
aumentam a forga muscular e reduzem a degenera¢do muscular. Segundo este trabalho,
exercicios de baixo impacto e alta repeti¢io aumentam a capacidade oxidativa e a propor¢io de
fibras oxidativas, especialmente em fibras de contra¢fo lenta. Além disso, pesquisas com
pacientes com distrofia muscular progressiva lenta tambeém demonstraram adaptagio benéfica ao
exercicio aerobico, similar ao observado nos animais distroficos (WRIGHT ef al, 1996).

Adicionalmente, em nosso experimento além de submeter os camundongos mdx &
atividade fisica também avaliamos o potencial efeito de um agente farmacolégico (Cromolim) no
processo de degeneracio das fibras musculares distroficas. Nossos resultados demonstram gue
néio ocorreu uma diminuigdo significativa no nimero de fibras regeneradas, tanto no grupo mdx
stc quanto no grupo mdx etc, indicando que o Cromolim nfo impedi a degeneragdo muscular
nos animais distréficos. Assim sendo, o Cromolim provavelmente ndo tem efeito na estabilizagio
da membrana muscular, como previamente sugerido.

Em conclusdo, nés demonstramos que a atividade fisica nfio acelera o processo de
degeneracdo muscular nos camundongos distroficos e que o fratamento com o Cromolim nio

previne a degeneragdo muscular nos referidos animais.



30

Finalmente, ressaltamos que este trabalho complementa e abre novas perspectivas para o
maior conhecimento da biologia da fibra muscular distrofica, o qual é fundamental para o

aprimoramento de novas técnicas terapéuticas para a distrofia muscular.
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