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LESOES DO MUSCULO GASTROCNEMIO E DA JUNGAO MUSCULO TENDINEA EM
CAES AFETADOS PELA DISTROFIA MUSCULAR PROGRESSIVA

RESUMO - A Distrofia Muscular no Golden Retriever (DMGR) é doenca muscular
degenerativa hereditaria que representa excelente modelo para o estudo da Distrofia
Muscular de Duchene de humanos. Esta pesquisa objetivou estudar as lesdées do musculo
gastrocnémio (MG) e da jungcao musculo tendinea (JMT), na auséncia de distrofina em caes
afetados por distrofia muscular. Foram utilizados seis cées distréficos para distrofia muscular
e trés caes controle que vieram a Obito por causas variadas que nao afetavam o sistema
musculo esquelético. Apds necrdpsia completa, setenta e cinco fragmentos musculares do
MG e da JMT foram colhidos em duplicata. Metade destes foi fixada em solugéao de formol e
o restante foi congelado em nitrogénio liquido. Seguiram-se as técnicas usuais para inclusao
em parafina e coloracado pelo método Picrosirius, HE e TGM para analise histopatoldgica.
Reacgdes imuno-histoquimicas para MHCIlI e vimentina foram realizadas nos cortes em
parafina. Os fragmentos congelados foram processados para coloracées especiais para
célcio, alizarina Red S; reacbes enzimo-histoquimicas de fibras do tipo | (FTI) e Il (FTII),
mATPase (pH 9,4); e imuno-histoquimicas para CD4, CD8, MHCI e utrofina. Resultados da
analise histopatolégica mostraram que as lesdes no MG de distroficos foram mais
pronunciadas que na JMT. A analise histomorfométrica no MG de distroficos revelou maior
porcentagem de FTIl e menores valores de didametro minimo e area para FTl e FTII. Para os
parametros supracitados, as FTIl na JMT mantiveram-se morfologicamente iguais ao
controle. Nao houve diferenca quanto ao tipo de colageno na JMT de distréficos e controle.
Nas reagcdes imuno-histoquimica para os anticorpos CD4, CD8, MHCI, MHCII, vimentina e
utrofina, somente o antigeno MHCI apresentou diferenga significativa (p< 0.07), quando
comparado ao controle, sendo a imunoexpressao mais intensa no MG de distroficos. Destes
resultados concluiu-se que a preservacao morfoldgica da JMT pode ter relagdo direta com a
melhor estabilizacdo de FTII; menor expressdo do complexo MHCI, e menor acao citotdxica
de CD8.

Palavras-chave: cao, distrofia muscular, Golden Retriever, imuno-histoquimica, musculo

gastrocnémio, juncao musculo tendinea.



LESIONS IN GASTROCNEMIUS MUSCLE AND MYOTENDINOUS JUNCTION IN DOGS
AFFECTED BY PROGRESSIVE MUSCULAR DYSTROPHY

ABSTRACT — The Muscular Dystrophy in Golden Retrievers (DMGR) is a hereditary
degenerative muscle disease that represents an excellent model for the study of Duchenne
Muscular Dystrophy. The aim of this study was to characterize the lesions in gastrocnemius
muscle (GM) and myotendinous junction (MTJ) in absence of dystrophin in dogs affected by
progressive muscular dystrophy. Six affected dogs and three control dogs, without
musculoskeletal system diseases, were used. After necropsy, seventy-five myotendinous and
muscle samples were cut and collected in duplicate. Half of them were fixed in formalin
solution, and the other half were frozen in liquid nitrogen. After that, the samples were
processed by usual techniques of paraffin embedding and stained by Picrosirius method, HE
and TGM, for histopathological analysis. Immunohistochemical reactions for MHCII and
vimentin were performed in paraffin samples. The frozen fragments were processed for
special stains for calcium, Alizarin Red S, enzymohistochemical reactions of type | fibers (FTI)
and Il (FTIl), mATPase (pH 9.4), and immunohistochemical for CD4, CD8, MHCI and
utrophin. The results of histopathological analysis of the dystrophic dogs showed that the
lesions in GM were more pronounced than MTJ. Histomorphometric analysis of the dystrophic
GM showed the highest percentage of FTII, and lower values of minimum diameter and area
for FTI and FTIl. For the same parameters, the FTIl in dystrophic MTJ remained
morphologically similar to control. There was no difference in the type of collagen in MTJ of
dystrophic and control. In immunohistochemical reactions to antibodies CD4, CD8, MHCI,
MHCII, vimentin and utrophin, only the antigen MHCI showed a significant statistic difference
(p <0.07) compared to control, being the most intense immunostaining in GM dystrophic.
From these results we can conclude that the preservation of morphological MTJ can be
directly related to a better stabilization of FTII, lower expression of the MHCI complex, and
less cytotoxic activity of CD8.

Key-words: dog, muscular dystrophy, Golden Retriever, immunohistochemistry,

gastrocnemius muscle, myotendinous junction.



1. INTRODUCAO

Distrofia muscular € uma miopatia hereditaria caracterizada por fraqueza e
degeneracdo muscular progressiva (BAROHN, 2001; HAYS; ARMBRUSTMACHER, 2002).
Existem pelo menos 30 formas diferentes de manifestacdo em humanos, cuja heranga pode
ser autossdbmica dominante ou recessiva ligada ao cromossomo X (ZATZ et al., 2000).

Dentre as principais distrofias encontram-se a distrofia muscular de Duchene (DMD) e
a de Becker (DMB). A DMD é doencga genética, classificada como disturbio autossémico
recessivo, ligada ao cromossomo X, acometendo frequentemente homens (OLIVEIRA et al.,
2002). Em rarissimos casos, a doenca pode se manifestar em mulheres com sindrome de
Turner (XO) ou translocagdo X autossdémica (SILVA et al., 2003). Entretanto, dois tercos dos
filhos de mées portadoras desenvolvem a doencga, com incidéncia de 20 a 30 meninos para
cada 100.000 nascimentos e prevaléncia de um em cada 18.000 homens (BAROHN, 2001;
OLIVEIRA et al., 2002).

A causa da DMD é uma delec¢ao no gene do cromossomo X, responsavel pela sintese
da distrofina (SILVA et al., 2003). A distrofina € uma proteina com formato de bastonete onde
uma das extremidades esta ligada a actina e outra a uma glicoproteina de membrana (HAYS;
ARMBRUSTMACHER, 2002).

As fibras musculares deficientes em distrofina ndo possuem a interacdo normal entre o
sarcolema e a matriz extracelular. Pela fraca ancoragem, sofrem ruptura sob o repetido
estresse da contracao (STEVENS; LOWE, 1998). Este fato leva ao aumento da fragilidade
osmética, com a liberagdo de enzimas musculares soluveis, como a creatina cinase (CK), e o
influxo excessivo dos ions de célcio, que ativam proteases intracelulares e o sistema
complemento, provocando necrose das fibras musculares (BAROHN, 2001; COZZI et al.,
2001; HAYS; ARMBRUSTMACHER, 2002).

Miopatias ligadas ao cromossomo X foram descritas em animais de laboratério como
camundongos (WHITEHEAD et al., 2006) e de companhia como gatos e caes (BERGMAN et
al.,, 2002; GASCHEN; BURGUNDER, 2001). Entretanto, modelos experimentais, como
camundongos mdx (X-linked muscular dystrophic) e gatos, possuem caracteristicas clinicas e
morfofuncionais diferentes da DMD em humanos (BULFIELD et al., 1984; COLLINS;
MORGAM, 2003). Nos caes da raca Golden Retriever com distrofia muscular (DMGR) a
doenca é fenotipicamente semelhante a DMD e isso faz deles o modelo experimental mais
adequado para o estudo da doenca (COOPER et al.,, 1988; COLLINS; MORGAN, 2003;
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HOWELL et al.,, 1997; NGUYEN et al., 2002). Alteracbes como hipertrofia, atrofia,
degeneracdo, necrose e fibrose no musculo esquelético sdo observadas tanto em caes
DMGR quanto em pacientes com DMD (STEVENS; LOWE, 1998). Em ambos, o Obito é
ocasionado por falha cardio-respiratoria e agravamento progressivo dos sintomas (NGUYEN
et al., 2002; VALENTINE et al., 1989).

O musculo distréfico na DMD e DMGR apresenta miofibras em degeneragéo, necrose
e regeneracao, de acordo com o grupo muscular e o estagio da doenga (CULLEN;
MASTAGLIA, 1980, MIYAZATO et al., 2010). As lesdes degenerativas da miofibra ocorrem
de forma segmentar. A porcdo remanescente pode regenerar dando origem a uma fibra de
menor calibre. A necrose total da fibra ocorre pela perda da capacidade regenerativa,
originada por lesbes repetitivas e extensas (ADAMS, 1996; WERNECK, 1994). O estado
terminal caracteriza-se pela perda quase completa das fibras musculares esqueléticas, com
substituicao fibroadiposa (HAYS; ARMBRUSTMACHER, 2002).

A hipertrofia dos musculos da panturrilha € referida como uma das lesdes clinicas mais
significativas da doenga em humanos (DUCHENNE, 1868; GOWERS, 1879). Em DMGR os
musculos mais degenerados sao os da lingua, trapézio, intercostal, diafragma, reto femoral e
sartério seguidos pelos musculos gastrocnémio, braquial, triceps braquial e gracil (NGUYEN
et al.,, 2002). O aumento de didmetro observado no musculo gastrocnémio é resultado da
pseudo-hipertrofia ocasionada pela deposicdo de tecido conectivo fibroadiposo (EMERY,
1987). Em cdes DMGR as alteragbes musculares incluem hialinizagao, hipertrofia, acumulo
de calcio, necrose, regeneracao, infilirado inflamatério predominantemente mononuclear e
fibras “ragged red” (NGUYEN et al., 2002, MIYAZATO, 2005). Estas ultimas caracterizam-se
por miofibras com granulos avermelhados no seu interior, quando coradas com tricromio de
Gomori modificado. Esse achado indica aumento no numero e/ou tamanho das mitocondrias,
em mecanismo compensatério a lesdo ocasionada por influxo excessivo de ions de calcio
(ENGEL; CUNNINGHAM, 1963; SHELTON et al., 2001).

A constituicdo morfoloégica das fibras musculares € demonstrada por sua atividade
para a enzima Adenosina Trifosfatase Miosinica (mATPase) (CLOSE, 1972). Trés tipos de
fibras podem ser encontrados na musculatura esquelética de caes adultos, tipo | (FTI), tipo
1A (FTHA) e tipo lIIC (FTIC); sendo FTI e FTIA histoquimicamente semelhantes as
encontradas no homem (DUBOWITZ, 1985).

No musculo gastrocnémio, o numero de FTI e FTIl sdo proporcionalmente iguais,

independente do peso do animal, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre elas.
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Observa-se também que apos os seis meses de idade a porcentagem do tipo de fibras nos
diferentes musculos se estabiliza, ndo havendo mudancas com o envelhecimento dos caes
(BRAUNT et al., 1978; BRAUNT; LINCOLN, 1981, MIYAZATO et al., 2010).

A regido situada entre o musculo esquelético e o tenddo é denominada jungao
musculo tendinea (JMT) e € formada por fissuras longitudinais profundas em forma de dedos
humanos e preenchidas por colageno originado do tendao (KVIST et al., 1991). A conexao
anatémica entre célula e substrato na JMT é adaptada para reduzir o estresse mecanico
(JARVINEN et al., 1991; JARVINEN et al., 2002; LAW; TIDBALL, 1993). As FTIl nessa regio
possuem interdigitagdes menores e mais finas que as observadas nas FTl, aumentando a
area de contato de 30% a 40% (KANNUS et al., 1992; KVIST et al., 1991).

Lesdes inflamatorias e degenerativas em graus variados foram observadas na JMT do
musculo extensor longo do dedo, de camundongos mdx distréficos. Essas lesdes fragilizaram
a JMT tornando o musculo mais susceptivel as injurias relacionadas a atividade contratil
(LAW; TIDBALL, 1993). Em contraposto, foi observado que o aumento compensatério de
duas proteinas de adesao, a integrina e a utrofina, na JMT do musculo gastrocnémio de
camundongos mdx, reduziu lesées musculares mostrando a importancia dessas proteinas na
preservacao destas estruturas (MIOSGE et al., 1999; WELSER et al., 2009).

A utrofina € uma proteina que interage com as mesmas proteinas citoesqueléticas que
a distrofina, mas liga-se a diferentes locais no filamento de actina. Essa paridade sugere que
elas possam atuar de maneira semelhante na célula (PEARCE et al., 1996; WELSER et al.,
2009). Em animais sadios, a utrofina pode ser encontrada expressando-se na jungao
neuromuscular, masculo tendinea, vasos e nervos, além de participar dos processos de
formacao e regeneracao muscular (KARPATI et al., 1993; SHIM; KIM, 2003).

No musculo distréfico, observou-se que a auséncia da distrofina ocasiona aumento
compensatorio da utrofina (BLAKE et al., 2002; KARPATI et al.,, 1993). Foi relatado que
durante o processo regenerativo da DMD, as fibras do tipo | expressaram grandes
quantidades de utrofina (BLAKE et al., 2002). Estudos com camundongos mdx revelaram
que este mecanismo pode atenuar a extensdo da lesdo pela substituicdo de FTIl por FTI
(CHAKKALAKAL et al., 2004; CHAKKALAKAL et al., 2006). Por conta dessa atuagao alguns
autores sugerem que a oferta e regulagcao da utrofina enddégena seriam terapias potenciais
para a DMD (MUIR; CHAMBERLAIN, 2009).

A integrina é uma proteina de adesao expressa no sarcolema que tem por fungao unir

a célula muscular as fibras tendineas, ajudando na organizacdo e manutengdo da JMT
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(MIOSGE et al., 1999). Esta proteina atua na miogénese e homeostase muscular, regulando
a proliferacéo e fusdo dos mioblastos e a formacédo dos sarcomeros (HIRSCH et al., 1998;
SCHWANDER et al.,, 2003; VOLK et al., 1990). Normalmente, € encontrada na regiao
musculo tendinea e sua deficiéncia esta relacionada a baixa adesdo e proliferacao de
mioblastos e com a ruptura da JMT (MAYER et al., 1997; MIOSGE et al., 1999).

Participacao de células imunes na patogenia das distrofinopatias

Estudos na musculatura distréfica indicam que além da lesdo mecéanica causada no
sarcoplasma pela auséncia de distrofina, a acdo de radicais livres, presenca de células
mieldides (macroéfagos, eosindfilos e mastdcitos) e a autoimunidade mediada pelas células T
estdo relacionados a morte celular (McDOUALL et al., 1990; CAl et al., 2000; GE et al., 2004;
GOROSPE et al., 1994). O uso de imunossupressores como a prednisona e bloqueadores de
TNFa, em pacientes com DMD e no camundongo mdx, revelou que a autoimunidade tem
funcao importante nas lesdes do musculo distréfico. Entretanto, o papel central das células
imunes, sua atuacao e ativacdo nao foi completamente elucidados (EVANS et al., 2009;
TIDBALL, WELLING-HENRICKS, 2005; SPENCER; TIDBALL, 2001).

Dentre as principais células inflamatérias estudadas nas distrofinopatias encontram-se
os linfécitos CD4 auxiliares e CD8 citotoxicos (ARAHATA; ENGEL, 1988; EMSLIE-SMITH et
al. 1989; ENGEL; ARAHATA, 1986; EVANS et al., 2009; McDOUALL et al., 1990). O CD4 e
CD8 sao glicoproteinas, membros da superfamilia das imunoglobulinas, com funcgbes
semelhantes, porém com estruturas diferentes.

O CD4 é uma célula auxiliar que se subdivide em dois tipos principais, células T
auxiliares 1 (Th1) e auxiliares 2 (Th2) que produzem varias citocinas e desencadeiam
reacbes de defesa celular via macréfagos e eosindéfilos respectivamente. A interleucina 4
(IL4) e a interleucina 13 (IL13) liberadas por Th2 possuem potente acdo fibrogénica,
sugerindo que Th2 esta envolvida nas fases finais da DMD (BRUNELLI; ROVERE-QUERINI,
2008). A liberacdo de citocinas pelas ceélulas Th1 e Th2 estimula a secrecdo de
imunoglobulinas, proliferagdo e diferenciagédo de células B e a ativagdo de macréfagos e
eosindfilos (ROBBINS, 2008; TIZARD, 2002).

As células CD8 citotéxicas (LTC) sdo responsaveis pela destruicdo das células alvo
por apoptose ou necrose. Estudos em camundongos mdx revelaram que nao é necessaria a

invasao das LTCs na célula alvo, mas apenas interagdo entre membranas celulares para que
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haja liberagao da perforina, uma proteina citotéxica e citolitica que associada as proteases
(gram-enzimas) induzem apoptose (BERKE, 1995; KAGI et al., 1994ab; WALSH et al., 1994).
Os mecanismos de morte celular por LTC ndo estdo bem explicados, mas duas hipéteses
foram geradas pelo estudo em camundongos mdx. A primeira seria que apoptose e necrose
ocorrem juntas sob acdao de um fator comum e desconhecido. A outra hipétese é que a
apoptose precederia a necrose tecidual (TIDBALL et al., 1995; ZYCHLINSKY et al., 1991).

Estudos com camundongos distréficos indicaram que as células CD4 e CD8 possuem
interacdo comum nos mecanismos imunolégicos. Os resultados mostraram a acdo da
citocina IL-2, liberada por linfécitos CD4 agindo sobre a ativacdo das células CD8
(GONZALEZ-QUINTIAL et al., 1996; UTZ; McFARLAND, 1994). Em outro estudo, observou-
se o0 aumento de células T somente no musculo distréfico e ndo nos tecidos linféides,
sugerindo a ativacao intramuscular de CD4 e CD8 (SPENCER et al., 1997).

A deplecdo de CD4 e CD8 revelou diminuicao de 61% e 75% respectivamente, nas
lesbes musculares de camundongos mdx (SPENCER et al., 2001). Sabe-se que a reducgao
dessas células por processos imunossupressores tem apresentado bons resultados na
terapéutica da DMD, e que estas observagdes reafirmam a participagcao do sistema imune na
promocao das lesdes no musculo distréfico (GRANATA et al., 1998; PAGEL; PARTRIDGE,
1999; SPENCER et al., 1997). Entretanto, a acao dessas células € dependente de uma série
de fatores responsaveis por sua ativacdo (BRUNELLI; ROVERE-QUERINI, 2008; EVANS et
al., 2009).

A tarefa de exibir antigenos para o reconhecimento dos linfécitos T é executada por
proteinas especializadas que sao codificadas por genes em um lécus chamado de complexo
de histocompatibilidade principal (MHC). Existem dois tipos diferentes dos produtos do gene
MHC, o MHC de classe | (MHCI) e o MHC de classe Il (MHCII). As moléculas de MHCI e
MHCII contem sitios seletivos de ligagdo para as células CD8 e CD4 respectivamente
(HALLORAN et al., 1986; HARRIS; GILL, 1986; MARTZ et al., 1983; McMICHAEL, 1980;
PLOEGH et al., 1981).

Para que o complexo MHCI seja ativado, € necessaria a presenca de citocinas
produzidas durante o processo inflamatorio. Essa ativacdo permite que antigenos préprios e
nao préprios sejam apresentados as LTCs. Os mecanismos de ligagao entre LTCs e MHCI é
que sao responsaveis pela tolerdncia as proteinas préprias (self) e destruicdo das nao
proprias (non-self) (TIZARD, 2002).
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No musculo distrofico, durante a lesdao muscular, altas quantidades de proteinas
citosolicas sdo liberadas no espaco extracelular. Estas se ligam ao MHC de classe |
(complexo peptideo-MHCI), transformando a miofibora em uma célula apresentadora de
antigeno. As LTCs, por processos ainda nao explicados, diminuem sua toleréncia as proprias
proteinas miofibrilares, passando a reconhecé-las como células alvo (SPENCER; TIDBALL,
2001). A auto-imunidade é uma resposta que se desenvolve em casos onde ha grande
quantidade de tecido danificado como, por exemplo, infarto do miocardio, cardiomiopatias e
miocardites (LATIF et al., 1993; MAISCH, 1989; NEU et al., 1993). Em estudos com cées
DMGR verificou-se relagao direta entre a intensidade da marcacdo de MHCI e a idade do
animal, indicando agao promotora deste para ativacao de linfécitos CD8 (MIYAZATO, 2010).

Os complexos MHCI e MHCII ndo sédo expressos em fibras musculares sadias ao
contrario do observado no musculo distréfico (SPENCER; TIDBALL, 2001). Entretanto,
alguns autores relataram a auséncia de MHCII em fibras musculares distroficas (KARPATI et
al., 1988; McDOUALL et al., 1989) e sua presenca na superficie de vasos sanguineos e
capilares do tecido muscular sadio (APPLEYARD et al., 1985; EMSLIE-SMITH et al., 1989;
KARPATI et al., 1988; McDOUALL et al., 1989; MIYAZATO, 2010).

Vimentina no musculo distrofico

A regeneragao e a degeneragdo muscular sdo processos presentes na progressao da
DMD, sendo que o primeiro ocorre logo apés o segundo (KENYON; CURTES, 2006;
NGUYEN et al., 2002). Na regeneracdo do musculo esquelético observa-se a expressao da
vimentina, cuja funcdo é ligar-se as miofibrilas adjacentes, por meio dos discos Z
(LAZARIDES, 1980; STEINERT et al., 1984; TRAUB, 1985). Esta proteina € um filamento
intermediario dos fibroblastos encontrada em muitas células de origem mesenquimal
(FRANKE et al., 1978; GALLANTI et al., 1992; STEINERT et al., 1984). Sua localizacao e
distribuicdo sédo estudadas em diferentes desordens neuromusculares dentre elas a DMD
(BORNEMANN; SCHMALBRUCH, 1992; CULLEN et al., 1992; SARNAT, 1991). Foi
demonstrado que embora ausente em musculos esqueléticos maduros, é expressa em fibras
em regeneragao e durante o desenvolvimento muscular sendo responsavel pela migragao,
fusdo e modelagem estrutural de células miogénicas (VAITTINEN et al., 2001; CHARGE;
RUDNICKI, 2004).
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Estudos com musculos DMD demonstraram a presenca da vimentina em 94% de
fibras musculares distréficas com diametro inferior a 30 micrometros sugerindo tratar-se de
células em regeneracao (SHIM; KIM, 2003). Em outros estudos, alem destas, a vimentina foi
observada em miofibras degeneradas (GALLANTI et al., 1992; VATER et al., 1994) dentro de
células fagociticas ou em células satélites precursoras de miofibras (VATER et al., 1994).
Pelo exposto, a vimentina € considerada uma proteina importante no processo de
organizacao estrutural do sarcémero sendo recomendada como marcador confiavel da
regeneracao de fibras musculares (GALLANTI et al., 1992).

Na literatura consultada, dados sobre alteracbes musculo tendineas relacionadas a
distrofia muscular, em humanos com DMD e em caes DMGR, sao escassos. Nao ha relatos
de estudos morfoldgicos sistematicos ou imuno-histoquimicos que comparem e caracterizem

as lesdes e 0s processos de degeneracao e ou regeneracdo musculo tendineos.
Objetivo

Assim, o objetivo desta pesquisa foi 0 de estudar as lesées no musculo gastrocnémio
e na juncdo musculo tendinea, na auséncia de distrofina em caes afetados por distrofia

muscular progressiva.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e colheita das amostras

Este trabalho cumpre integralmente os principios éticos na experimentagdo animal,
adotado pelo Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL) e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, FCAV, Campus de Jaboticabal, protocolo n° 025486/09.

Os animais distroficos provenientes do canil da Associagdo de Amigos dos Portadores
de Distrofia Muscular - AADM, Ribeirdao Preto - SP, Brasil, eram mantidos em canis
individuais, onde recebiam agua ad libitum e ragdo comercial duas vezes ao dia, em
bebedouros e comedouros adaptados as necessidades especiais dos mesmos. Duas vezes
ao dia, pelo periodo de duas horas, os animais eram levados a uma area de convivio

comum, na qual ficavam livres para caminhadas e banhos de sol.
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ApGs o Obito por agravamento progressivo da doenca, seis caes machos afetados por
distrofia muscular progressiva, com idade entre 10 e 21 meses, foram utilizados neste
experimento (Tabela 01). A confirmacgédo da distrofia muscular foi feita pela anélise do DNA
gendmico (HOWELL et al., 1997), realizada no Centro de Estudos do Genoma Humano-
IB/USP-Brasil. Como controle, foram utilizados trés cades mesticos, machos, de porte similar
ao Golden Retriever, que vieram a Obito por causas variadas que néo afetavam o sistema

musculo esquelético.

Tabela 01. Identificacdo, idade e causa do ébito de caes afetados por distrofia muscular— Jaboticabal — SP —

2010.

Animal Idade Causa do o6bito

Cao 01 10 meses Insuficiéncia cardio-respiratéria
Cao 02 11 meses Insuficiéncia cardio-respiratéria
Cao 03 11 meses Insuficiéncia cardio-respiratéria
Cao 04 15 meses Insuficiéncia cardio-respiratéria
Cao 05 17 meses Insuficiéncia respiratéria

Cao 06 21 meses Insuficiéncia cardio-respiratéria

Os animais distroficos e controle foram acondicionados em cémera fria a 4°C até a
realizagdo das necropsias, concluidas no maximo em até 6 horas. A colheita e o
processamento do material foram realizados no Departamento de Patologia Veterinaria da
FCAV/Unesp/Jaboticabal. Setenta e cinco fragmentos do musculo gastrocnémio e da juncao
musculo tendinea foram colhidos em duplicata e cortados transversalmente. Metade destes
foi fixada em solugdo tamponada de formol 10% em pH 7,4 pelo periodo de 24h,
processados pelas técnicas usuais para inclusdo em parafina e cortados a 5 pym de
espessura. Os fragmentos restantes foram imersos em N-hexano (Labsynth Co, Diadema,
SP, BR), congelados e mantidos em nitrogénio liquido a 120°C negativos. Posteriormente,
cortados a 5 ym no criostato a 20°C negativos (Damon/IEC Division 3398 Microtome
Cryostat), em secgdes seriadas transversais, alocados em laminas adesivas eletricamente
carregadas (Star Frost adhesive slides Cod. 9546 - Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude,

The Netherlands) e armazenados em freezer a 80°C negativos.
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2.2 Histopatologia

Apb6s processamentos usuais para histologia, os fragmentos musculares e musculo
tendineos foram alocados em laminas histoldgicas, corados com hematoxilina-eosina (HE) e
tricrbmio de Gomori modificado (TGM). Seguiu-se analise qualitativa das lesdes
classificando-as progressivamente de acordo com a extenséo da lesdo muscular (NGUYEN
et al.,, 2002). Grau 0: musculo normal sem a presenca de anomalias; Grau 1: lesbes
discretas, distribuicdo aleatéria afetando menos de 10% das fibras em cada fasciculo
muscular; Grau 2: lesdes moderadas, distribuicdo multifocal afetando de 10-50% das fibras
em cada fasciculo muscular; Grau 3: lesées severas, distribuicao difusa, afetando mais de
50% das fibras em cada fasciculo muscular.

Foi utilizado o método histoquimico de coloracdo Picrosirius (MONTES, 1996) para
identificacdo do tipo de colageno existente na regido musculo tendinea dos animais
distréficos e controle. Os cortes parafinados foram corados com Sirius red (Céd. 35780 -
Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA) dissolvido em solucao saturada de acido
picrico. As laminas foram analisadas em microscopia de luz (lampada de halogénio) com
filtro de polarizacao.

As laminas com os cortes congelados foram coradas pela técnica Alizarina Red S
(ARS), pH 4,3 especifica para avaliacdo de calcio. Na avaliacdo histopatolégica duzentas
fibras musculares e musculo tendineas foram analisadas aleatoriamente aferindo-se a
porcentagem de fibras ARS positivas e negativas.

Foi realizada analise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de
significancia para a porcentagem de fibras ARS positivas e negativas. As andlises
estatisticas foram processadas utilizando o pacote estatistico SAS (SAS 9.1, SAS Institute,
Cary, NC, USA).

2.3 Enzimo-histoquimica e histomorfometria

Cortes congelados foram corados pela reacédo de enzimo-histoquimica com mATPase
(Adenosine 5’ - triphosphate Sigma - Aldrich Diagnostics, St. Louis, MO, USA) em pré-
incubacéo alcalina (pH 9.4), e avaliados em termos de porcentagem e distribuicao das fibras

musculares do tipo | (FTI) e do tipo Il (FTII) no MG e JMT de controle e distréficos.
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A andlise morfométrica do didmetro minimo e area das fibras musculares foi realizada
pelo sistema analisador de imagens (KS 100 versdao 3.0 — Kontron — Carls Zeiss). As
imagens foram obtidas por uma camera de video (Color Video Camera TK-1070U-JVC),
acoplada a um microscopio binocular (Jenaval - Carl Zeiss), conectados ao
microcomputador. Foram analisadas aleatoriamente 100 fibras de cada tipo para os animais
distroficos e controle. As variaveis, didmetro minimo e area, foram considerados pela média
aritmética dos valores obtidos.

Foi realizada analise estatistica pelo método dos quadrados minimos ao nivel de 5%
de significancia, para o diametro minimo e area de FTl e FTIl. Para a porcentagem do
nuamero de fibras utilizou-se o teste de Wilcoxon. As andlises estatisticas foram processadas
utilizando o pacote estatistico SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).

2.4 Imuno-histoquimica

O método imuno-histoquimico empregado foi o complexo estreptoavidina-biotina
peroxidase desenvolvido por HSU et al. (1981), com modificacdes. Seis anticorpos primarios
foram utilizados para avaliar a imunoexpressao de células CD4, CD8, MHCI, MHCII, utrofina
e vimentina no muasculo e jungdo musculo tendinea de animais distréficos e controle (Tabela
02).

Tabela 02. Especificagbes dos anticorpos primarios.

Anticorpo primario Amostra Diluicao Cadigo Marca Controle

Anti-CD4 Congelada 1/80 DH29A VRMD linfonodo

Anti-CD8 Congelada 1/80 CADO46A VRMD linfonodo

Anti-MHCI Congelada 1/240 H 58 VRMD coélon

Anti-MHCII Parafinada 1/400 MO0746 Dako linfonodo
Anti-Utrofina Congelada 1/200 NCL-DRP2 Novo Castra jungéo neuromuscular
Anti-Vimentina Parafinada 1/200 M7020 Dako utero

Nos cortes parafinados as laminas foram inicialmente mantidas por uma hora em
estufa a 60°C seguindo-se a desparafinizagcdo em xilol, e hidratacdo em alcool etilico. Todos
0s passos a seguir foram precedidos por lavagem com solugéo tampao Tris HCI (pH 7,6).

Nas reagdes com os anticorpos anti-MHCII e anti-vimentina a recuperacao antigénica
dos cortes foi realizada em panela elétrica a vapor a temperatura de 97° C (Steamer Cuis, T-
Fal, Arno S.A.) com solucao pré-aquecida de citrato de sédio 10 mM (pH 6,0). No bloqueio da
atividade enddégena da peroxidase utilizou-se peréxido de hidrogénio 30 volumes, adicionado
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a solucdo tampao de PBS (pH 7,4), com concentracao final de 5%. Para bloqueio das
reacOes inespecificas utilizou-se soro albumina bovina a 2% (A7030, Sigma). Os anticorpos
primarios foram diluidos em soro albumina bovina a 1% (A7030, Sigma) e incubados em
camara Umida por 16 horas a temperatura de 4°C. Para o controle negativo optou-se por
excluir o anticorpo primario da reagao.

Como complexo secundario, utilizou-se o polimero marcado EnVision (Kit EnVision +
Duakl Link System HRP, Dako, céd. K4061). As reagdes foram reveladas pelo substrato
cromogénico 3,3 diaminobenzidina (Liquid DAB+, Dako K3468-1) e contracoradas com
hematoxilina de Harris por 30 segundos com posterior lavagem em agua corrente.

A desidratagcao dos cortes foi feita em gradiente crescente de alcool etilico seguida de
diafanizacdo em xilol. Para a montagem das laminulas utilizou-se Permount (SP15-500,
Fisher Scientific).

Nos cortes congelados, para os anticorpos anti-CD4, anti-CD8, anti-MHCI e anti-
utrofina, as laminas foram fixadas em acetona gelada e em seguida lavadas com solucbes
tampao Tris Salina Tween (TBST — pH 7,6). A partir desta etapa, os demais procedimentos
seguiram o protocolo realizado nos cortes parafinados, iniciando-se pelo bloqueio da
atividade enddgena da peroxidase.

Para os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 foram contadas todas as células
imunomarcadas aleatoriamente em cinco campos de cada corte, com auxilio de um graticulo
micrométrico (Nikon, Inc. — Japan), no aumento de 400x.

Para os demais anticorpos considerou-se a distribuicdo e a sua presenca nos cortes.
Escores: (0), sem imunomarcacbes; (1), escasso - imunomarcagdes isoladas e
aleatoriamente distribuidas; (2), moderado - imunomarcagdées em grupos com distribuicao
multifocal e (3) acentuado - imunomarcagdes difusas por todo o corte muscular.

Foi realizada analise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 7% de
significancia para as imunomarcagdes dos anticorpos anti-MHCII, anti-MHCI, anti-CD4, anti-
CD8, anti-vimentina e anti-utrofina. As andlises estatisticas foram processadas utilizando o
pacote estatistico SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).
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3. RESULTADOS

3.1 Histopatologia

Nos caes controle, o MG e a JMT apresentaram fibras musculares uniformemente
distribuidas, arranjo celular com formato poliédrico e escasso espaco interfibrilar entremeado
por tecido conectivo. Nos animais distréficos foram observados focos de células inflamatorias
predominantemente mononucleares, préximos as fibras necréticas e debris celulares,
aumento do espaco endomisial e perimisial com substituicao fibrosa e pouca infiltracao
adiposa. As miofibras estavam alteradas na forma e no didmetro, mostrando atrofia e/ou
hipertrofia. Fibras hialinizadas apresentavam-se com o citoplasma hiperaciddfilo,
hipertrofiadas e claramente bem definidas. Fibras necréticas agrupadas com deformidade no
citoplasma, sarcoplasma palido e homogéneo, nucleo picnético e presenca de fagossomos
com debris celulares foram mais evidentes no MG. Fibras com citoplasma baséfilo e nucleo
volumoso foram identificadas, tanto no MG quanto na JMT, sugerindo processo de
regeneracdo. Foram observadas fibras "ragged-red" que se caracterizaram por apresentar
aspecto granular vermelho-azulado em seu sarcoplasma pela coloracdo do TGM (Figura 01).

Foram observadas no musculo gastrocnémio de 83% dos animais distréficos lesdes
moderadas que afetavam de 10-50% das miofibras em cada banda muscular (grau 2). Os
demais apresentaram lesdes severas com miofibras danificadas difusas que afetavam mais
de 50% das fibras em cada banda muscular (grau 3) (Tabela 03).

Na JMT de todos os animais distréficos foram observadas lesdes mais discretas.
Miofibras danificadas encontravam-se isoladas ou randomicamente distribuidas (grau 1) em
50% dos animais. Nos demais foram observadas lesdes moderadas (grau 2) (Tabela 02).

Tabela 03. Porcentagem nos graus de lesées no musculo gastrocnémio e na jun¢cdao musculo tendinea de caes
afetados por distrofia muscular. Jaboticabal, SP, 2010.

Grau de lesao Musculo gastrocnémio Juncdo musculo tendinea
1 0,0% 50,0%
2 83% 50,0%

3 17% 0,0%
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Figura 01. LesGes no musculo gastrocnémio e na juncdo musculo tendinea de caes afetados por
distrofia muscular. A. Miofibras com variacdes no didmetro (setas), fibra necrética (*),
fibrose perimisial (FP), fibra hialinizada (H), HE. B. Calcificacdo da miofibra (setas), ARS.
C. Fibras “ragged-red” (setas), fibrose perimisial (FP), TGM. Bar 10um.
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A calcificacéo distrofica de fibras musculares em regides de necrose foi observada
pela coloragdo ARS. O célcio distribuiu-se na miofibora de maneira homogénea pelo
sarcoplasma. Foram visibilizadas fibras isoladas e/ou areas de concentracao calcio positivas
no MG e na JMT dos animais distréficos (Figura 01). Os resultados do teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia de pareamento das fibras ARS positivas e
negativas no musculo gastrocnémio e JMT de céaes afetados por distrofia muscular, nao
mostraram correlagéo significativa (Figura 02). O que indica, que o influxo excessivo de ions

de calcio na miofibra, ndo foi o fator responsavel pela morte da mesma.

MUSCULO GASTROCNEMIO JUNCAO MUSCULO TENDINEA
140 140 -
100 100 -
80 - 80
60 - 60 -
40 - 40 -
20 o,fs j;i 20 - 2,66 1,T6
ol 1 0
FCP FCN FCP FCN

Figura 02. Representacdo gréfica da porcentagem de fibras ARS positivas e negativas no musculo
gastrocnémio e na jungao musculo tendinea de caes controle e afetados por distrofia muscular.
Jaboticabal, SP, 2010.
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O colageno foi identificado por luz polarizada na coloragéo de Picrosirius. Nao houve
diferenca quanto ao tipo de colageno na regido musculo tendinea de animais distroficos e
controle. Foram observadas interdigitacées formadas por fissuras longitudinais profundas de
tecido muscular entremeado por colageno do tipo I, com feixes de fibras organizadas de

coloragédo avermelhada proveniente do tendao. (Figura 03).

Figura 03. Reacao de picrosirius sob luz polarizada. Corte longitudinal da juncdo musculo tendinea de caes
afetados por distrofia muscular. Fibras colagenas organizadas e paralelas, interdigitacoes
musculares entremeadas por colageno (setas). Bar 5um.
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3.2 Enzimo-histoquimica e histomorfometria

As fibras musculares do MG e da JMT, nos animais controle, apresentaram padrao
mosaico com distribuicdo homogénea de FTI e FTII. Entretanto, os distréficos apresentaram
bordas irregulares, atrofia e hipertrofia, e agrupamentos de fibras do tipo | e Il (Figura 04).

No MG de distréficos predominaram fibras do tipo Il € no controle fibras do tipo |
(Figura 05). Os valores médios de diametro minimo e area de FTI e FTIl foram menores nos
distréficos; (p<0,05) pelo método dos quadrados minimos (Figura 06).

Na JMT de distréficos e controle ndo foi observada diferenga significativa entre a
proporcao de FTI/FTII (Figura 05). Os valores médios de diametro minimo e da area das FTI
foram menores que as observadas nos controle, enquanto nas FTIlI estes valores foram

iguais; (p<0,05) pelo método dos quadrados minimos (Figura 07).
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Figura 04. Reagdo enzimo-histoquimica mATPase (pH 9,4) no musculo gastrocnémio e na juncdo musculo
tendinea de cées afetados por distrofia muscular. A. Mdsculo gastrocnémio: grupamento de FTII
(seta). B. Juncdo musculo tendinea: grupamento de FTI (seta). Bar 10pm.
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MUSCULO GASTROCNEMIO JUNCAO MUSCULO TENDINEA
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Figura 05. Representacdo grafica da porcentagem de FTl e FTIl no mlsculo gastrocnémio e na jungdo musculo
tendinea de caes controle e afetados por distrofia muscular. Jaboticabal, SP, 2010.
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Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,05) pelo método dos quadrados minimos.

Figura 06. Representagao grafica dos valores médios da area e do didametro minimo em micrémetros de FTI
e FTIl no musculo gastrocnémio de caes controle e afetados por distrofia muscular. Jaboticabal,
SP, 2010.
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Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,05) pelo método dos quadrados minimos.

Figura 07. Representacao grafica dos valores médios da area e do didametro minimo em micrémetros de FTI
e FTIl na juncdo musculo tendinea de caes controle e afetados por distrofia muscular. Jaboticabal,
SP, 2010.

3.3 Imuno-histoquimica

3.3.1 Imunomarcacao da Utrofina

Nos animais controle, a imunomarcagao da utrofina foi intensa em vasos sanguineos
do MG, e além destes expressou-se com intensidade fraca na superficie das células
musculares na JMT. Nos distréficos, o grau de marcagéo foi intenso (escore 3) na superficie
das miofibras, vasos sanguineos, € no sarcoplasma de algumas miofibras em regeneracao,
no MG e na JMT (Figura 08).
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Figura 08. Reacédo de imuno-histoquimica para utrofina. Miofibras atrofiadas. A. Jun¢do musculo
tendinea de controle: vaso sanguineo (<), fraca imunoexpressao de utrofina no sarcolema
(seta). B. Juncdo musculo tendinea de cdes afetados por distrofia muscular: vaso
sanguineo (<), intensa imunoexpressao de utrofina no sarcolema. C. Musculo gastrocnémio
de caes afetados por distrofia muscular: fibras em regeneracgao (*), intensa imunoexpressao
de utrofina no sarcolema. Bar 20um.
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3.3.2 Imunomarcacao de células CD4 e CD8

Células CD4 e CD8 apresentaram-se isolados e aleatoriamente distribuidos pelo
endomisio, perimisio e ao redor de vasos, nos animais controle. Nos distréficos, estas foram
observadas também nas éareas de degeneracdo e necrose (Figura 09). Foi observada
diferenca significativa no numero de células marcadas entre os distréficos e controle, sendo a
freqiéncia de CD4 e CD8 significativamente maior (p < 0.07) nos primeiros. Nao houve
diferenga significativa no numero de células CD4 e CD8 observadas no MG e na JMT de
distroficos (Tabela 04).

Tabela 04. Média e erro padrdo do nimero de células CD4 e CD8 por 0,0052 mm?, objetiva 40X, no musculo

gastrocnémio e na jungao musculo tendinea de caes controle e afetados por distrofia muscular.
Jaboticabal, SP, 2010.

Grupos Musculo gastrocnémio Juncao musculo tendinea
CD4 CD8 CD4 CD8
Caes afetados 31.66 £ 4.88 (a) 35.50 £ 6.22 (a) 27,33 £3.26 (a) 31.33£6.21 (a)
Controle 1.66 £ 0.57 (b) 2,00 + 0,02 (b) 1.33 £ 0.57 (b) 2,00 +1,00 (b)

Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,07) pelo método de Kruskal-Wallis

3.3.3 Imunomarcacao dos antigenos MHCI e MHCII

A imunomarcacédo do antigeno MHCI ocorreu em capilares e vasos sanguineos do
endomisio e perimisio no MG e na JMT dos animais controle. Nos distréficos, expressaram-
se também em areas de inflamacao, necrose, regeneracdo e na superficie das miofibras
(Figura 10). Graus maximos de marcagao (escore 3) predominaram no MG e graus
moderados (escore 2) predominaram na JMT, sendo essa diferenga significativa (p < 0.07)
pelo método de Kruskal-Wallis (Tabela 05).

Tabela 05. Escore médio, minimo e maximo da imunoexpressao do antigeno MHCI no musculo gastrocnémio
e na jungao musculo tendinea de caes afetados por distrofia muscular. Jaboticabal, SP, 2010.

Amostra Media * EP Minimo Maximo
Musculo gastrocnémio 2,75+ 0,27 (a) 2 3
Jungao musculo tendinea 2,33 £ 0,40 (b) 2 3

Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,07) pelo método de Kruskal-Wallis.
EP - erro padrao
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Figura 09. Reacdo imuno-histoquimica para células T no musculo gastrocnémio de caes afetados por distrofia
muscular. A. Imunoexpressao de CD8 (setas). B. Imunoexpressao de CD4 (setas). Bar 5um.
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Figura 10. Reagao imuno-histoquimica para MHCI no musculo gastrocnémio e na jungdo musculo tendinea de
caes afetados por distrofia muscular, imunoexpressao no sarcolema (setas) e vasos sanglineos
(<). A. Musculo gastrocnémio: imunomarcagdo moderada. B. Juncdo mdusculo tendinea:
imunomarcacao fraca. Bar 10pum.
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Do mesmo modo que o observado para o MHCI, a imunomarcacao do antigeno MHC
Il ocorreu em vasos sanguineos e também nas células mononucleares do endomisio dos
animais controle. Nos distréficos, expressaram-se também em macrofagos presentes nas
regides de inflamagéo, necrose e degeneracao (Figura 11). A média das imunomarcagoes
variou de escassa a moderada (escore 1 e 2), sendo mais intensa no MG. Entretanto, ndo foi
observada diferenga estatistica significativa entre eles; (p < 0.07) pelo método de Kruskal-
Wallis (Tabela 06).

Tabela 06. Escore médio, minimo e maximo da imunoexpressao do antigeno MHCII no mudsculo gastrocnémio e
na juncao musculo tendinea de caes afetados por distrofia muscular. Jaboticabal, SP, 2010.

Amostra Média + EP Minimo Maximo
Musculo gastrocnémio 1,83 £ 0,60 (a) 1 3
Juncdo musculo tendinea 1,33+0,75 (a) 1 3

Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,07) pelo método de Kruskal-Wallis.
EP - erro padréo

3.3.4 Imunomarcacao da Vimentina

Nos animais controle, a expressao da vimentina foi acentuada em vasos sangtiineos e
escassa no tecido conectivo. O grau de marcacao foi intenso (escore 3) no MG, e moderado
(escore 2) na JMT de distréficos. A vimentina expressou-se em grande parte nas miofibras
em regeneragdo podendo ser observada em areas de degeneragéo, necrose e inflamagéao
(Figura 12). Nao houve diferenga estatistica entre a marcagao da vimentina na JMT e MG de
distroficos (Tabela 07).

Tabela 07. Escore médio, minimo e méximo da imunoexpressdo da vimentina no musculo gastrocnémio e na
juncao musculo tendinea de caes afetados por distrofia muscular. Jaboticabal, SP, 2010.

Amostra Média + EP Minimo Maximo
Musculo gastrocnémio 2,83 +0,40 (a) 1 3
Juncdo musculo tendinea 2,33+0,75 (a) 1 3

Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,07) pelo método de Kruskal-Wallis.
EP - erro padrao
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Figura 11. Reagao imuno-histoquimica para MHCII no mdsculo gastrocnémio e na jungéo musculo tendinea de
caes afetados por distrofia muscular. A. Muasculo gastrocnémio: imunoexpressdo em infiltrado
mononuclear (setas). Bar 10um. B. Jung&o musculo tendinea: imunoexpressao no sarcolema (seta)
e em fibras necréticas (<). Bar 5pum.
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B

Figura 12. Reagao imuno-histoquimica para vimentina no musculo gastrocnémio e na jun¢gdo musculo tendinea
de cées afetados por distrofia muscular. A. Jungdo musculo tendinea: imunoexpressdo em area de
necrose (seta). Bar 10um. B. Mdsculo gastrocnémio: imunoexpressdao em miofibras em
regeneracao (setas) e em vasos sanguineos (<), Bar 5um.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, os resultados histopatolégicos mostraram que o MG e a JMT dos
animais distréficos apresentaram lesdes caracteristicas da distrofia muscular como fibrose,
hialinizacdo, hipertrofia, fibras “ragged-red”, necrose, calcificacdo, infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear e regeneracdo. Estes resultados concordam com os
descritos na literatura para cées distroficos por outros autores (BERGMAN et al., 2002;
KORNEGAY et al., 1988; MIYAZATO, 2005; MIYAZATO et al., 2010; NGUYEN et al., 2002;
SHELTON et al., 2001; STEVENS; LOWE, 1998; VALENTINE et al., 1990). Os resultados
mostraram, ainda, que o arcabougo morfolégico da JMT estava mais preservado que a do
musculo gastrocnémio contrariando os achados que descreveram lesdes inflamatdrias e
degenerativas intensas na JMT do musculo extensor longo do dedo em camundongos mdx
(LAW; TIDBALL, 1993).

Nao houve diferenca quanto ao tipo de colageno presente na JMT de distréficos e
controle. Em ambos foram evidenciadas fibras colagenas de alta birrefringéncia com forte
coloracao avermelhada, tipicas do colageno do tipo I, observado normalmente nessa regiao
(JUNQUEIRA et al., 1978; MONTES, 1996; RICH; WHITTAKER, 2005).

A formacao de agrupamentos de FTl e FTII, observada no MG e na JMT de distroficos
foi também descrita em cdes DMGR por outros autores (KORNEGAY et al.,, 1988;
MIYAZATO, 2005; VALENTINE et al., 1990), sendo este um tipo de lesdo relatada apenas
nesta espécie (VALENTINE et al., 1990).

No MG dos distréficos, as FTIlI foram prevalentes apresentando inversdo no tipo de
fiora quando comparado ao controle, a semelhanca do observado nos musculos
semitendinoso, diafragma e sartério de cades DMGR com idades entre 10 e 36 meses
(MIYAZATO, 2005). Essa prevaléncia esta condicionada as lesdes mais intensas, pois as FTI
durante o periodo de regeneracao produzem maiores quantidades de utrofina, responsavel
pela manutengéo estrutural da miofibra (BLAKE et al., 2002). Na JMT a proporcao FTI/FTII
foi igual a observada para os animais controle.

Os valores médios de didmetro minimo e area das FTIl na JMT, de distréficos, foram
iguais aos observados no controle, sugerindo auséncia de lesdes atréficas ou hipertroficas
aparentes. Tal fato sugere que a maior area de contato das FTIl (KANNUS et al., 1992;

KVIST et al., 1991) e a ligagao entre as fibras musculares e tendineas intermediada pela
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integrina (MIOSGE et al., 1999), gere maior estabilidade na JMT, preservando-a do estresse
da contragéo.

A utrofina expressou-se fortemente nos dois tecidos estudados corroborando com o
descrito para os musculos so6leo e extensor longo dos dedos (CHAKKALAKAL et al., 2004;
CHAKKALAKAL et al., 2006) e a JMT de camundongos distréficos (MIOSGE et al., 1999;
PEARCE et al., 1996; WELSER et al.,, 2009). A JMT apresentou-se mais preservada
morfologicamente que o MG. Este fato sugere que a utrofina ndo seja a Unica proteina
estabilizadora agindo nessa regido. Acredita-se entdo, que a acado conjunta com outra
proteina, como a integrina, normalmente encontrada na JMT, desempenhe papel importante
na organizagao e manutengéo estrutural dessa regiao.

O aumento significativo de células CD4 e CD8 nos distréficos sugerem fortemente a
acao do sistema imune no processo inflamatério na DMGR, apoiando outros estudos em
pacientes humanos com DMD (BRUNELLI; ROVERE-QUERINI, 2008; McDOUALL et al.,
1990) e caes DMGR com idades entre 10 e 36 meses (MIYAZATO, 2010). Nao foi observada
diferenca estatistica entre o nimero de células CD4 e CD8 no MG e na JMT dos distréficos.
Esses achados contrariam os estudos que descreveram a predominancia de CD8 ou de CD4
no musculo de camundongos mdx (ARAHATA; ENGEL, 1988; EMSLIE-SMITH et al., 1989;
ENGEL; ARAHATA, 1986; SPENCER et al., 1997); em caes DMGR com idades entre 10 e
36 meses (MIYAZATO, 2010) e em humanos com DMD (McDOUALL et al.,, 1990).
Entretanto, reforcam o fato de que os infiltrados linfocitarios possuem localizacado e
intensidade variaveis no musculo de caes distréficos (COOPER et al., 1988; SPENCER et
al., 2001).

O numero semelhante de células CD4 e CD8, observado neste estudo, indica agao
conjunta destas células no musculo distréfico, sem que uma se sobreponha a outra. A
interacao entre CD4 e CD8 foi descrita em estudos com camundongos mdx, onde a agao da
interleucina-2, liberada por CD4 agiu favoravelmente sobre a proliferacdo de células CD8
(GONZALEZ-QUINTIAL et al., 1996; UTZ; McFARLAND, 1994).

A imunoexpressdao de MHCII nos distréficos variou de escassa a moderada. Foi
observada em macréfagos e areas de necrose e degeneracao, confirmando os estudos que
relataram sua expressao em caes DMGR com idades entre 10 e 36 meses (MIYAZATO,
2010) e humanos com DMD (KARPATI et al., 1988; McDOUALL et al., 1989). O MHCII é
responsavel pela apresentacéo e ativagao de células CD4 que associadas aos macréfagos

ativam substancias microbicidas potentes que destroem patdgenos fagocitados (SPENCER,
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TIDBALL, 2001). Desse modo, neste estudo, ha indicios de que células CD4 possam ativar
macréfagos e induzir a migragéo de CD8, a semelhanga do observado para outros musculos
em caes DMGR com idades entre 10 e 36 meses (MIYAZATO, 2010).

A expressao do antigeno MHCI foi evidenciada na superficie de miofibras distréficas e
em areas de necrose, regeneracao e inflamagdao e corroboram com os descritos para os
musculos vasto lateral, reto femoral, deltdide e quadriceps de pacientes humanos com DMD
(APPLEYARD et al., 1985; BEHRENS et al., 1998; EMSLIE-SMITH et al., 1989; KARPATI et
al., 1988; McDOUALL et al., 1989) e para os musculos masseter, parte costal do diafragma,
biceps do braco, cabeca longa do triceps do braco, semitendinoso, semimembranoso,
cabeca superficial do biceps femoral e sartério cranial de caes DMGR com idades entre 10 e
36 meses (MIYAZATO, 2010). Os graus de expressdao do MHCI foram mais moderados na
JMT de distroficos. Sua presenca nas células-alvo € indispensavel para que ocorra a agao
citotoxica de células CD8 (MARTZ et al., 1983; McMICHAEL, 1980). Nestas condi¢des, a
menor expressdo de MHCI nas miofibras da JMT pode estar relacionada com a menor
ativacao de CD8 e conseqglentemente menor lesdo das miofibras, embora outros fatores
como a atuacdo de citocinas e de moléculas co-estimulatérias possam contribuir para este
fato.

A imunoexpressao da vimentina foi intensa na JMT e no MG de distréficos. A presenca
dessa proteina também foi relatada na musculatura distréfica de humanos com DMD
(GALLANTI et al., 1992). A vimentina age no processo regenerativo e € responsavel pela
migracdo, fusdo e modelagem estrutural de células miogénicas (CHARGE; RUDNICKI, 2004;
VAITTINEN et al., 2001). A forte intensidade de imunomarcagao observada nesse estudo
discorda de outras em cdes DMGR com idades entre 10 e 36 meses, onde esta se
expressou fracamente em oito musculos avaliados (MIYAZATO, 2010). Esses achados
sugerem que o MG e a JMT mantém sua capacidade regenerativa mesmo nos estagios finais
da doenca.

No MG e JMT de animais distréficos foram observados focos de células inflamatorias
predominantemente mononucleares préximos as fibras necréticas e debris celulares. Apos a
lesdo muscular os macréfagos sdo capazes de promover lesdo ou reparo, de acordo com o
fendtipo. Os macréfagos da linhagem M1, presentes na fase aguda da injuria muscular em
camundongos madx, sdo responsaveis pela lise das miofibras por acao citotéxica do 6xido
nitrico, obtido da transformacgéao do iINOS, na presencga da arginina. Em fases mais tardias, a

populagdo de macréfagos observada é a linhagem M2, que promove crescimento e
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regeneracao muscular através do uso competitivo da arginina com M1 (ST PIERRE;
TIDBALL, 2004; TIDBALL; WEHLING-HENRICKS, 2007; VILLALTA et al., 2008). Durante
esta fase, os macréfagos M2 sdo responsaveis pela fagocitose e protedlise do material
necrético, com liberagdo de fatores de crescimento responsaveis pela migracao e ativacao
de células satélites (VILLALTA et al.,, 2008). Com a intensa imunomarcacao de fibras em
regeneragao, observada nesse estudo, acredita-se que a populagdo predominante de
macrofagos seja a M2, que pela competicao com M1 pelo uso da arginina, reduz a acao
citotoxica dos mesmos.

Considerando a preservacdo morfofuncional da JMT observada nesse estudo
acredita-se que uma série de fatores possa agir em conjunto. Um deles seria a maior
ancoragem de FTII, gerando lesbées menos intensas com menor liberagdo de proteinas
citosodlicas, e consequentemente menor expressdao do complexo MHCI, responsavel pela
apresentacao e ativacao de células T citotoxicas, que modulam as lesées das miofibras.

Estudos sobre a conservacao morfologica das FTIl e o sistema imune na JMT ainda
sa0 necessarios, mas esses resultados colaboram nas investigagdes sobre a fisiopatogenia
da DMGR.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que a preservacao morfoldégica da juncdo musculo tendinea pode ter
relacao direta com a melhor estabilizagdo das fibras do tipo Il, menor expressao do complexo

de histocompatibilidade de classe | e menor agdo do sistema imune.
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