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PARTICIPACAO DE MACROFAGOS M1 E M2, MHC E DA UTROFINA
NA DISTROFIA MUSCULAR PROGRESSIVA EM CAES

RESUMO - O objetivo do trabalho foi caracterizar lesdes musculares e
estudar marcagao de dois subtipos de macréfagos, M1 (CD68) e M2 (CD163) além
de MHC I, MHC Il e utrofina, nos musculos mais acometidos pela doenca (masseter,
diafragma, triceps braquial e biceps femoral) em cées distroficos de diferentes
idades. Foram utilizadas amostras musculares de 17 cdes Golden Retriever (GR)
machos e trés controles nao distréficos e livres de anormalidades neuromusculares,
distribuidos em dois grupos: Gl — animais distroficos até um ano de idade (n=9) e GlI
— animais distréficos acima de um ano de idade (n=8). Lesdes histopatologicas
caracteristicas foram identificadas e classificadas nos quatro musculos distréficos:
hialinizagdo, infiltrado inflamatério mononuclear, necrose, regeneracgado, atrofia e
hipertrofia, calcificagdo distrofica, fibrose e infiltracdo adiposa. As lesdes variaram
em extensao e distribuicdo de acordo com os musculos e o animal. Resultados
mostraram que a imunodetec¢do do CD163 foi maior que a marcagcéo de CD68 nos
dois grupos. CD68 n&o mostrou variagao independente da idade dos animais. A
imunodetecgcdo de MHC | foi mais evidente no biceps femoral e triceps braquial,
seguida de marcagbes moderadas no masseter e diafragma do grupo com idade
superior a um ano de idade. MHC |l expressou-se de maneira discreta nos quatro
musculos distréficos de ambos os grupos. A imunomarcagéo de utrofina foi maior no
grupo afetado com idade superior a um ano de idade. Conclui-se que os macrofagos
M2 estdo entre as principais células inflamatérias mononucleares presentes nas
lesbes em caes distréficos e que com a idade ocorre aumento moderado de M2 no
musculo de caes Golden Retriever distroficos indicando a associagcao deste tipo
celular com a cronicidade da lesdo muscular nestes animais.

Palavras chave: células inflamatérias, Golden Retriever, histopatologia, imuno-
histoquimica, musculo.
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PARTICIPATION OF M1 AND M2 MACROPHAGES, MHC AND UTROPHIN IN
THE PROGRESSIVE MUSCULAR DYSTROPHY IN DOGS.

ABSTRACT - The objective was to characterize the lesions and study the
expression of two subtypes of macrophages, M1 (CD68) and M2 (CD163) beyond
MHC I, MHC Il and utrophin in the most affected muscles by the disease (masseter ,
diaphragm, triceps braquii and biceps femoris) in dystrophic dogs of different ages.
Samples muscle of 17 male Golden Retriever dogs and three controls non dystrophic
and free of neuromuscular diseases were classified into two groups: G | - dystrophic
animals under one year (n = 9) and G Il - dystrophic animals over one year (n = 8).
Pathological features were identified and classified in four dystrophic muscles:
hyalinization, inflammatory infiltration, necrosis, regeneration, hypertrophy and
atrophy, dystrophic calcification, fibrosis and fat infiltration. These lesions varied in
extent and distribution according to the muscles and the animal evaluated. The
results showed that the CD163 immunostaining detected in GRMD dogs was greater
than marking CD68 in both groups. CD68 did not vary regardless of the age of the
animals. The immunohistochemical expression of MHC | was most evident in the
biceps femoris and triceps braquii, followed by moderate staining in the masseter and
diaphragm in the group aged over one year old. MHC Il expressed discretely in the
four dystrophic muscles of both groups. The immunohistochemical expression of
utrophin was higher in the affected group aged less than one year old. We concluded
that the macrophage M2 were the main mononuclear inflammatory cells present in
the dystrophic lesions in dogs. With the age there is a moderate increase of M2
macrophage in dystrophic muscle Golden Retriever dogs indicating the association of
this cell type with the chronicity of muscle damage in these animals.

Key-words: Golden Retriever, histopathology, inflammatory cells,
immunohistochemmistry, muscle.
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Figura 6. Fotomicrografia de reagao imuno-histoquimica para MCH
| e Il em caes distroficos. A: Imunomarcag¢ao de MHC | no
musculo triceps braquial de cdo DMGR (setas),
complexos de polimeros ligados a peroxidase. Observar
imunomarcacao em grupos de células inflamatérias
mononucleares em area de degeneragcdo e necrose.
Barra: 50 ym. B: imunomarcacdo de MHC Il no musculo
triceps braquial de cdo DMGR (setas), notar discreta

marcacdo de células, complexo estreptoavidina biotina

peroxidase. Barra: 100 ym.. 36

1. INTRODUGAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma afecgédo grave que leva a

degeneracdo e perda progressiva da fungdo da musculatura esquelética e cardiaca
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(BUSHBY et al., 2010; KORNEGAY et al., 2012; LEYSER et al., 2012). Existem pelo
menos 30 formas diferentes de manifestagdo clinica em humanos, cuja herancga
pode ser autossbmica dominante, recessiva ou recessiva ligada ao cromossomo X e
que acometem frequentemente homens (ZATZ et al., 2000; OLIVEIRA et al.; 2002;
ANTHONY et al., 2010). Este tipo de distrofia muscular é causada pela deficiéncia
na sintese de distrofina, proteina que liga o citoesqueleto a matriz extracelular,
levando a fraqueza progressiva. Esta proteina & importante na manutencédo da
integridade estrutural do musculo durante o processo de contragdo (SHELTON et al.,
2001; FAYSSOIL et al., 2010). As fibras musculares deficientes em distrofina nao
possuem a interagdo normal entre o sarcolema e a matriz extracelular (STEVENS e
LOWE, 1998). Este fato leva ao aumento da fragilidade osmotica, com liberagédo de
enzimas musculares soluveis como a creatina quinase (CK) e o influxo excessivo
dos ions de calcio que ativam as proteases intracelulares e o sistema complemento
provocando necrose das fibras musculares (BAROHN, 2001; COZZI et al., 2001;
HAYS e ABRUSTMACHER, 2002).

Tanto no homem quanto no cao, a transmiss&o da distrofia muscular ocorre
através de fémeas portadoras assintomaticas ou pelo aparecimento de casos
isolados oriundos de mutagdes no gene da distrofina (SHELTON et al., 2001).

Mutacdes esponténeas no gene da distrofina induzindo distrofia muscular
ligada ao cromossomo X foram identificadas em muitas ragas de caes domésticos
como o Golden Retriever (GR) (COOPER et al., 1988), Rottweiller, (PARTRIDGE e
BOU-GARCIA, 2007), Beagle (SHIMATSU et al., 2003), Labrador Retriever, Pastor
Belga, Terrier Irlandés, Old English Sheepdog, Samoyeda, Schnauzer miniatura,
entre outros (BERGMAN et al., 2002; JONES et al., 2004; WIECZOREK, et al., 2006;
BALTZER et al., 2007). Dentre estas racas, a distrofia muscular do Golden Retriever
(DMGR) é a mais estudada e a melhor caracterizada. O céo afetado apresenta
alteragdes musculares semelhantes as observadas em humanos, caracterizando-o
assim como modelo experimental mais adequado para estudo da doenga (COOPER
et al., 1988).

As principais lesdes descritas na doenca incluem hipertrofia, atrofia, fibrose no
musculo esquelético, miofibras em degeneracéo, necrose, hialinizagdo, acumulo de
calcio intracelular e infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear. Estas

lesdes variam de acordo com o grupo muscular e o estagio da doenga e sao
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observadas tanto em cdes DMGR (MIYAZATO et al., 2011a) quanto em pacientes
DMD (STEVENS e LOWE, 1998). Em ambos, o 6bito é ocasionado por falha cardio-
respiratoria e agravamento progressivo dos sintomas (BUSHBY et al.,, 2010;
MIYAZATO et al., 2011b). Além da hipertrofia da musculatura, os sinais clinicos e
laboratoriais incluem fraqueza muscular, disfagia, tremores, intolerancia ao
exercicio, deformidade e deslocamento dos membros e atividade sérica de CK
elevada (SHELTON et al., 2001; BERGMAN et al., 2002).

A técnica de imuno-histoquimica abriu novas perspectivas na identificagéo de
fendtipos celulares, receptores celulares, citocinas e quimiocinas (HALL e ROJKO,
1996). Esta abordagem é utilizada para investigar e caracterizar lesdes espontaneas
ou patolégicas de diversos o6rgéos e tecidos (GOLBAR et al, 2012). Nas
distrofinopatias, o emprego de varios anticorpos especificos para marcacao de
proteinas musculares é utilizado como ferramenta essencial para estabelecer o
diagnéstico (GOLLA et al., 2010).

Os mondcitos que migram para os tecidos durante o processo inflamatério
diferenciam-se em macrofagos ativados com base na sua exposicao a diferentes
mediadores quimicos. Estes subconjuntos de macréfagos exibem marcadores
moleculares distintos e fungbes especificas (ARIEL e SERHAM, 2012).

Os macrofagos séo classificados principalmente em trés tipos celulares:
macrofagos exsudativos, residentes (histiocitos, células de Kupffer) e células
dendriticas. Estes diferem na sua distribuicdo pelo tecido, morfologia, ontogenia e
imunofendtipos (DAMOISEAUX et al., 1994; TAKAHASHI et al., 1996; VALLEDOR et
al., 1998). Os macroéfagos possuem fungdes heterogéneas, tais como: apresentagao
de antigeno, fagocitose e producédo de citocinas, dependendo das condi¢cdes do
microambiente (TAKAHASHI et al., 1996; YAMATE et al., 2000; GOLBAR et al.,
2012).

Durante a regeneracao do musculo na DMD, ha dois tipos de macréfagos
envolvidos na miogénese e angiogénese que desempenham papéis diferentes na
reparagao muscular de acordo com seu estado de ativacdo (ARNOLD et al., 2007).

Apds a lesdo muscular os macréfagos sdo capazes de promover lesdo ou
reparo, de acordo com o fendétipo. Os macréfagos da linhagem M1, presentes na
fase aguda da injuria muscular em camundongos mdx, sdo responsaveis pela lise

das miofibras por agao citotdxica do oxido nitrico (NO), obtido da transformacéo da
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enzima o6xido nitrico sintetase induzida (iNOS), na presenca da arginina. Em fases
mais tardias, a populacédo de macréfagos observada é a linhagem M2, que promove
crescimento e regeneragdo 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 macrofagos M2 séo responsaveis pela fagocitose e
protedlise do material necrético, com liberacdo de fatores de crescimento
responsaveis pela migracéo e ativacao de células satélites (VILLALTA et al., 2008).

A tarefa de exibir antigenos para o reconhecimento € executada por proteinas
especializadas que séo codificadas por genes em um locus chamado de complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) (HALLORAN et al., 1986).

Os genes do MHC codificam proteinas importantes na ativagdo de antigenos
especificos na resposta imune (GREGERSEN et al., 2006) e o MHC é expresso na
superficie das células nucleadas dos mamiferos (HALLORAN et a., 1986). As
interacdes entre essas moléculas contribuem tanto para a imunidade inata quanto
para a adaptativa (PARHAM, 2005).

O MHC é caracterizado por um conjunto de alelos altamente polimorficos
apresentando antigenos das classes | e Il, incorporados em mais de 230 loci e
coletivamente associados a mais de 100 patologias (SHIINA et al., 2006).

A utrofina € uma proteina muscular que interage com as mesmas proteinas
citoesqueléticas da 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
expressar-se na jungao neuromuscular (JNM), musculo tendinea, vasos e nervos,
além de participar dos processos de formacgéo e regeneragcao muscular (KARPATI et
al., 1993; MARBINI et al., 1996; RADOJEVIC e BURGUNDER, 2000; SHIM e KIM,
2003, BERETTA, 2011).

Em camundongos mdx (distrofia muscular com mutagdo no cromossomo X), a
utrofina compensa a falta de distrofina mantendo a interagcao entre o citoesqueleto
de actina e o complexo distrofina-glicoproteinas (CDG) no sarcolema (BANKS e
CHAMBERLAIN, 2008). A imunomarcacao de anticorpos anti-utrofina é positiva e
com intensidade variavel na musculatura esquelética distrofica (MARBINI et al.,
1996; BERETTA, 2011).
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Na literatura consultada, dados sobre alteragdes musculares relacionadas a
distrofia muscular no modelo canino sdo escassos. Ndo ha relatos de estudos que
caracterizem a participacado de células inflamatérias mononucleares nos processos
de degeneragao e/ou regeneragdo de musculos afetados por esta enfermidade e
nem comparagcdo das lesdes musculares relacionadas a evolugdo do processo
inflamatoério. Com isso o presente trabalho, utilizando caes da raga Golden Retriever
afetados pela distrofia muscular, realizou um estudo morfolégico e imuno-
histoquimico sistematico que caracterizou e estabeleceu comparacéo entre essas

lesdes e as alteragdes das células inflamatorias mononucleares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideragoes gerais

2.2 Distrofia muscular de Duchennne (DMD)

Dentre as doengas neuromusculares incluem-se as distrofias que sdo miopatias
hereditarias caracterizadas por fraqueza e degeneragdo muscular progressiva com
consequente substituicdo deste por tecido conectivo de caracteristicas fibroadiposas
(BAROHN, 2001).

As primeiras descricdes da DMD em humanos referiam a hipertrofia dos
musculos da panturriiha como uma das caracteristicas mais marcantes. Similarmente
cdes DMGR adultos apresentam hipertrofia dos musculos dos membros toracicos,
lingua, diafragma, sartério, do esdfago e atrofia dos demais musculos esqueléticos
(MIYAZATO et al., 2011b).

As distrofias musculares mais comuns envolvem muta¢cées do CDG (complexo
distrofina glicoproteinas), constituido pelas proteinas intracelulares distrofina e sintrofina
e pelas proteinas sarcolemais distroglicanas (subunidades a e [) e sarcoglinas
(subunidades a, B, y e ) (SPENCE et al., 2002).

A distrofina € uma proteina citoesquelética de grande importancia na
manutencado da integridade estrutural do musculo durante o processo de contragao
(SHELTON et al., 2001). Esta proteina esta presente na musculatura lisa, cardiaca e
esquelética e age como uma ancora entre o citoesqueleto intracelular de actina e o
CDG (HOFFMAN et al.;1987).

Os efeitos da deficiéncia de distrofina variam entre espécies e dentro da mesma
espécie, entretanto, as variagbes fenotipicas entre os musculos com auséncia de
distrofina ainda sdo pouco compreendidas (HOFFMAN e GOROSPE, 1991).



16

2.3 Caes Golden Retriever como modelo para estudo da DMD

Miopatias ligadas ao cromossomo X foram descritas em animais de laboratorio
como camundongos (WHITEHEAD et al., 2006) e de companhia como cées e gatos
(GASCHEN e BURGUNDER, 2001; BERGMAN et al., 2002). Entretanto, modelos
experimentais como os camundongos mdx e gatos, possuem caracteristicas clinicas e
morfofuncionais diferentes da DMD em humanos (COLLINS e MORGAM, 2003).

Camundongos e caes com distrofia muscular, ambos apresentando defeito na
sintese de distrofina dos tecidos musculares, sdo modelos experimentais para o estudo
da DMD em humanos (COZZI et al.,, 2001; NGUYEN et al., 2002). Porém, os cées
constituem-se nas melhores fenocépias da doengca no homem, quando comparados
com outros modelos animais (BOGDANOVICH et al.,, 2003; COLLINS e MORGAN,
2003; PELLEGRINO et al., 2007).

Colbnias de cédes com distrofia muscular foram estabelecidas e estudos sobre
genética, clinica, patogenia, biologia molecular e imunocitoquimica realizados no
modelo canino sao uteis para avaliar a DMD em humanos (PELLEGRINO et al., 2007).

A distrofia muscular canina ligada ao cromossomo X é reconhecida e mais bem
caracterizada em caes GR, nos quais a doenca ocorre de forma espontanea
(SHIMATSO et al., 2003). O cdao GR é utilizado como modelo experimental ideal no
estudo da DMD pela similaridade das manifestacbes fenotipicas e genotipicas
(COOPER et al., 1988; HOWELL et al., 1997; NGUYEN et al., 2002; COLLINS e
MORGAN, 2003; MIYAZATO et al., 2011c). Além disso, os caes desta raca possuem
massa corpérea e alteragcbes musculares comparaveis aos pacientes DMD (NGUYEN
et al., 2002; COLLINS e MORGAN, 2003, MIYAZATO et al., 2011c).

A DMD possui uma variante mais branda conhecida como distrofia muscular de
Becker (DMB). DMB é menos grave, mas apresenta fendtipos, e possui caracteristicas
mais leves quando comparados a DMD. No entanto, um recente livro de casos clinicos
relatou um menino sem quaisquer sinais de DMD (DUBOWITZ, 2006), mas com a
confirmacdo dos achados moleculares. Ambas as formas de distrofia muscular séo

encontradas em pacientes portadores de mutagdes similares, o que indica que o
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fenétipo ndo pode ser determinado apenas pela mutagéo no I6cus gendmico; outros
fatores podem desempenhar papel significativo (AMBROSIO et al., 2009).

Situacdo semelhante € observada em caes DMGR. A hipdtese € de que o
fendtipo mais leve é devido a um gene modificador provavelmente herdado através da
transmissdo macho a macho. E importante notar que, este canil possui um nimero de
cadelas afetadas que transmitem a mesma mutagcdo em ambos os cromossomos X, no
entanto, ndo ha variacdo observada no fenétipo feminino destas cadelas afetadas.
Portanto, parece que a variagdo foi observada entre estes caes afetados e esta de
algum modo limitado aos machos. Entender o mecanismo e bases genéticas
subjacentes a estas variagbes é de grande interesse (AMBROSIO et al., 2007;
AMBROSIO et al., 2009).

Os sintomas na DMD podem variar entre os pacientes humanos, assim como na
DMGR, pois o fendtipo nos caes exibe variagdo notavel. Quando modificados por
condicbes ambientais e de desenvolvimento, os cdes DMGR possuem um fendétipo
mais grave quando comparados com pacientes DMD, sendo considerado entdo o
melhor modelo animal para estudo da patogénese da doenca e também prever a
eficacia do tratamento (AMBROSIO et al., 2009; KORNEGAY et al., 2012).

A identificacdo e classificagcdo em fenoétipos pode refletir a variabilidade clinica
inter e intra-familiar que é observada em pacientes de DMD e que nao pode ser
atribuido aos fatores genéticos (VAINZOF e ZATZ, 2003), mas a correlagdo entre a
quantidade de distrofina e da gravidade do fenoétipo foi sugerido pelo aumento em
algumas proteinas, como a caseina-quinase |, dinactina de cadeia leve e o fator beta de
nucleo de ligagdo, os quais estao envolvidos na regulagéo do ciclo celular e podem
estar relacionados com um fen6tipo mais leve (SIFRINGER et al., 2004).

Foram identificados trés fenétipos principais denominados leve (grau |): caes que
exibiram pouca modificacdo na simetria muscular, alteragbes minimas nos membros
posteriores em comparagdo com outros céaes, alteragcbes gastrintestinais leves, tais
como, dilatagcédo discreta do eséfago e ndo foram observados problemas cardiacos e
desidratacdo. Os animais deste feno6tipo possuem tolerancia ao exercicio melhor do que

outros.
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O fendtipo moderado, denominado grau Il incluiu caes que mostraram sinais
clinicos mais graves do que aqueles de grau I. Animais desse fenétipo mostraram todos
os sinais descritos anteriormente para o grupo de grau |, mas com alteragdes nos
membros posteriores. Neste grupo, a regurgitacao foi freqiente o que contribuiu para a
desidratagdo.

O fendtipo severo (grau lll) mostrou alteragdes nos membros posteriores com
hiperflexdo do carpo e joelho, além de mobilidade reduzida associada com atrofia e
outras alteragdes musculo-esqueléticas. O sistema gastrintestinal mostrou hipertrofia da
lingua, megaeséfago e hérnia hiatal.

Estudos futuros devem ser realizados para determinar se a diferenga dos niveis
de distrofina também pode ser observada nestes cées e se estes niveis podem explicar

os fenétipos diferentes que foram descritas neste estudo (AMBROSIO et al., 2009).

2.4 Lesoes na distrofia muscular do Golden Retriever (DMGR)

Nas distrofinopatias, as miofibras tornam-se frageis, de modo que os movimentos
de contragdo e tensdo induzem estresse muscular com consequente ruptura da
membrana plasmatica (sarcoplasma), liberacdo de enzimas musculares, influxo de
fluido para o meio extracelular e aumento da concentragédo do calcio intracelular. Estas
alteracbdes hidrodinamicas quebram a homeostasia celular e ativam proteases
endogenas, iniciando o processo de degeneracdo da miofibra. Simultaneamente, o
calcio se acumula no interior das mitocondrias ocasionando déficit energético dentro da
miofibra e morte celular na maioria dos casos (HAYS e ARMBRUSTMCAHER, 2002).

No estagio inicial da doenga, fibras necroticas e em regeneracdo tendem a
ocorrer em grupos pequenos, junto a fibras escuras hialinizadas, grandes e dispersas
que se encontram contraidas e, acredita-se, precedem a necrose da fibra. Esse estado
de marcada hipercontracdo é causado pela elevada concentracdo de calcio, e a
coloracao de alizarina red S (ARS) indica a presenga do mesmo dentro do citoplasma

(MIYAZATO et al., 2011a). Por fim, os macréfagos invadem as fibras necroticas com
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fungcéo de eliminar os residuos (VILLALTA et al., 2011). Esta sequéncia de eventos &
responsavel pelo desenvolvimento de atrofia, hipertrofia muscular e fibrose que séo
lesdes tipicas das distrofias musculares. Por serem oriundas de processo de
degeneracado continuo e progressivo, algumas delas sdo mais frequentes em
determinados estagios da doenga (COZZI et al.,, 2001). O aumento de diametro
observado nos musculos é resultado da pseudo-hipertrofia ocasionada pela deposicéo
de tecido conectivo fibroadiposo (EMERY, 1993). A regenerag¢do das miofibras ocorre
apos sua necrose (NGUYEN et al., 2002; KENYON e CURTES; 2006). A extensao e
distribuicdo das diferentes lesbes dependem do musculo e do animal. Em geral, nos
neonatos identificam-se um ou dois tipos e em caes acima de dois meses de idade séo
multiplas e associadas (NGUYEN et al., 2002; MIYAZATO et al., 2011c).

Na forma mais tipica da doencga os sinais clinicos em caes foram atraso no
desenvolvimento, fraqueza muscular e ganho de peso. Essas anormalidades presentes
em animais jovens foram progressivas, levando a acentuada atrofia muscular, fibrose e
contraturas aos seis meses de idade. A mortalidade foi alta nestes animais, ocorrendo
entre os sete e nove meses de idade (VALENTINE et al., 1989). Com relacdo a causa
mortis, aproximadamente 72,7% dos cées apresentaram faléncia cardio-respiratoria
(MIYAZATO et al.,, 2011b). As taxas de mortalidade foram mais elevadas nas duas
primeiras semanas de vida e entre sete e nove meses de idade (VALENTINE e
COOPER, 1991; HOWELL et al., 1997; MIYAZATO et al., 2011b).

Estes sinais podem ser observados em cédes GR, a partir do nascimento e as
alteragcbes evoluem rapidamente entre os trés e seis meses de idade. Observam-se
com maior frequéncia a disfagia, o enrijecimento dos membros pélvicos com atrofia e
hipertrofia muscular seletiva, desvio do eixo de membros, hipertrofia da lingua, fraqueza
muscular e contraturas (MIYAZATO et al., 2011 b).

Em neonatos os musculos mais severamente afetados sdo o diafragma, a
musculatura da lingua e os musculos flexores dos membros (OLIVEIRA et al., 2002;
MIYAZATO et al,, 2011 c). Estes musculos apresentam-se mais acometidos em
decorréncia da sua grande utilizacao durante esta fase da vida (MIYAZATO et al., 2011

a).
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As lesbes degenerativas da miofibra ocorrem de forma segmentar. A porgao
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 (WERNECK, 1994). O estado terminal caracteriza-se pela perda
quase completa das fibras musculares esqueléticas, com substituicdo fibroadiposa
(HAYS e ARMBRUSTMACHER, 2002).

Em caes distroficos de diferentes idades foram caracterizados seis tipos de
lesbes nos musculos esqueléticos, quais sejam, alteragcbes de diametro, necrose,
hialinizacdo, calcificacdo, fibrose e infiltracdo de tecido adiposo (NGUYEN, 2002;
MIYAZATO, 2010). A regeneragao de miofibras foi mais intensa nos animais jovens,
enquanto que o grau da necrose foi variavel nos caes distroficos de diferentes idades
(VALENTINE et al.,1990; NGUYEN et al.,, 2002; MIYAZATO, 2010). Estes fatos
sugerem que fatores pro-inflamatérios, fatores de crescimento e os mediadores
quimicos sejam liberados em resposta a necrose das miofibras nos diferentes estagios

da doenca, induzindo a regeneragcdo muscular (ANTHONY et al., 2010).

2.5 Participagao dos macréfagos M1 (CD68), M2 (CD163) e MHC na distrofia

muscular

Estudos da fungdo de células imunes nos musculos lesionados e em
regeneracdo foram baseados em modelos no qual o musculo esta sujeito a danos
agudos, produzindo resposta inflamatéria inata em com a infiltragcdo de neutrofilos
seguida por macrofagos. No entanto, a inflamagcéo muscular, que pode ser dominada
por infiltrado de células mieléides (macrofagos, mastocitos e eosinofilos), € também
caracteristica proeminente de diversas doengas musculares progressivas, incluindo a
DMD (TIDBALL e WEHLING-HENRICKS, 2004).

A caracterizacdo dos receptores de membrana plasmatica de anticorpos para

algumas moléculas de sinalizagdo, que atuam como mediadores da resposta dos
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macréfagos em diversas doencgas, foram investigados por alguns autores (MOSSER,
2003, LIU e YANG, 2012).

Embora macrofagos, mastécitos, neutrofilos, eosinofilos e linfocitos T citotoxicos
(LTC) contribuam para a patogénese destas miopatias cronicas, os macréfagos e os
eosinodfilos sdo conhecidos por contribuirem com a regeneragdo muscular (TIDBALL e
VILLALTA, 2010).

Na DMD e na distrofia muscular do camundongo mdx, o inicio das alteragbes
histopatolégicas musculares coincide com a inflamagéo, sugerindo que as células
inflamatérias desempenham papel regulador (WEHLING-HENRICKS e TIDBALL, 2011).
Essa possibilidade foi apoiada por dados que mostram que a deplegdo de macrofagos
em camundongos mdx ocorreu antes do inicio das lesbes histopatoldgicas (WEHLING-
HENRICKS e TIDBALL, 2011), mostrando que os macrofagos estdo presentes durante
a fase aguda e degenerativa da distrofia do camundongo mdx possuem propriedades
citoliticas e participam da patogénese na distrofia muscular (VILLALTA et al., 2011 a).

O curso da inflamacao nas fases iniciais da distrofia muscular possui algumas
semelhangcas com a resposta do sistema imune inato que ocorre quando ha leséo
muscular aguda (TIDBALL e VILLALTA, 2010).

O macrofago é o tipo celular primario envolvido nas distrofinopatias e sua
deple¢do no camundongo mdx reduz a necrose muscular em 80% nos estagios iniciais
da doenga (WEHLING-HENRICKS et al., 2010). Adicionalmente, sabe-se que os
mondcitos e os macrofagos desempenham um papel importante na regulagdo da
resposta inflamatoria (GEISSMANN et al., 2010; KOWAL et al., 2011).

A ativacao e polarizagdo dos macroéfagos mudam o estado funcional e os efeitos
da resposta imune. Estas células sao ativadas de forma diferente e programadas em
diversos subtipos funcionais em resposta a varios tipos de antigenos, estimulos ou
citocinas presentes no microambiente e poderia influenciar profundamente a resposta
imunologica (GORDON e TAYLOR, 2005; LIU e YANG, 2012).

Com base nas suas propriedades funcionais, pelo menos duas subpopulagdes
de fagécitos mononucleares (M1 e M2) foram descritas e estas diferem em seu
potencial pré e anti-inflamatério (YONA e YUNG, 2010; GEISSMANN et al., 2010).
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Macréfagos do tipo M1 sdo tidos como macréfagos ativados que participam da
resposta imune Th1 induzindo danos ao tecido hospedeiro. Os macréfagos do tipo M2,
mais diversos, participam da resposta imune Th2 e podem promover o reparo tecidual
(ST PIERRE e TIDBALL, 1994; NGUYEN e TIDBALL, 2003 a/b; DESGUERRE et al.,
20009).

O musculo esquelético, assim como outros tecidos, inicialmente responde a
injuria por meio da resposta imune dirigida por citocinas. IFN-y e TNF-a s&o as
principais citocinas expressas durante a resposta inflamatéria (LUNDBERG et al., 1995;
LAGROTA-CANDIDO, 2002).  Estas conduzem a ativacdo classica de macréfagos
para o fendtipo M1, uma populacao pré-inflamatoria, capaz de perpetuar a resposta
inflamatoria (DESGUERRE et al., 2009; YONA e YUNG, 2010; KOWAL et al., 2011).

Macréfagos M1 podem também promover lesdo muscular in vitro e in vivo por
producdo de niveis citotoxicos de 6xido nitrico (NO) gerado pela enzima 6xido nitrico
sintetase induzida (iINOS) (ST PIERRE e TIDBALL, 1994; NGUYEN e TIDBALL, 2003
a/b; TIDBALL e WEHLING-HENRICKS, 2005; VILLALTA et al., 2009). Desta forma, os
macréfagos M1 expressam CD68, também chamado de ED1, que é receptor de
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) oxidadas. A ligagdo de CD68 com LDLs
oxidadas ativa a fagocitose nos macréfagos M1 e aumenta a producgéo de citocinas pro-
inflamatérias. Sendo assim, o CD68 é um valioso marcador especifico de macréfagos
deste fendtipo (TIDBALL e VILLALTA, 2010). A populagao inicial de células miel6ides
(macréfagos, mastocitos e eosinofilos) que invadem o musculo distrofico é rica em
neutréfilos, INOS (6xido nitrico sintetase induzida) e macrofagos M1 que refletem a sua
capacidade de remover debris celulares produzidos por danos oxidativos e também por
produzirem citocinas Th1 capazes de promover a fase proliferativa da miogénese,
especialmente TNF-a e IL-6, que possuem forte influéncia sobre a progressao da fase
proliferativa e & aparentemente necessaria para a transi¢cao de fenotipos de macrofagos
(VILLALTA et al., 2009).

Quando os macrofagos M1 atingem seu pico de concentracdo no musculo
lesionado e em regeneracdo sao substituidos por outra populacdo de macréfagos, o
M2, que pode atenuar o processo inflamatério e promover a reparagdo tecidual.

Macréfagos M2 s&o ativados por citocinas Th2, principalmente IL-4, IL-10, e IL-13 que
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desempenham papéis bem caracterizados na sua ativagdo (TIDBALL e VILLALTA,
2010).

O macréfago M2 é subdividido em trés categorias que refletem sua funcao
(VILLALTA et al., 2009; KOWAL et al., 2011). Macréfagos M2A séo ativados por IL-4 e
IL-13 e promovem a cicatrizagédo de feridas e reparagao. Macrofagos M2B sao ativados

por complexos imunes e citocinas anti-inflamatérias. Macréfagos M2C sao ativados por

IL-10 e TGF-3 e liberam citocinas que podem desativar o fen6tipo M1, o que poderia
reduzir danos ao musculo distréfico e ainda promover proliferagdo de células nao
mieldides (VILLALTA et al., 2009; KOWAL et al., 2011). Alguns pesquisadores também
consideraram a M2A e M2C como macro6fagos reguladores (MARTINEZ et al., 2009).

Para este fendtipo, o anticorpo CD163 é considerado marcador especifico de
macréfagos M2C e contribui na regulagdo do mesmo, por meio do aumento da
expressdo de citocinas anti-inflamatorias, especialmente IL-10 (PHILIPPIDIS et al.,
2004; VILLALTA et al., 2009; KOWAL et al., 2011).

A interleucina-10 (IL-10) regula a funcao de células linféides e mieldides através
da capacidade de modular a imunidade celular na distrofia muscular. Embora sua
funcdo primaria seja de suprimir a producdo de citocinas proé-inflamatorias e desativar
os macréfagos M1, também ativa os macréfagos para o fenétipo M2C (VILLALTA et al.,
2011a). Este subtipo expressa os marcadores usuais de M2 (IL-4Ra, arginase-1 e
CD206), mas também expressa o CD163, que n&o €& expresso por outras
subpopulagbées de macréfagos M2 (SCHAER et al., 2001). Macrofagos M2C CD163+
sdo uma populagdo de macréfagos predominante durante a fase de regeneragao na
distrofia muscular do camundongo mdx, o que sugere que estes possam influenciar a
regulacao deste processo (VILLALTA et al., 2011a).

A mudanca do fenétipo de macréfagos durante o curso da distrofia muscular
pode desempenhar papel significativo na regulagdo da regeneragdo do musculo pelos
de efeitos diretos nas células musculares, bem como influenciando a morte do musculo
com a desativacao de macrofagos M1 (citoliticos) (VILLALTA et al., 2011a).

A alteracao no feno6tipo das populagées de macréfagos M1 para M2 é importante
na regeneragdo muscular, pois ocorre durante a mudanga da fase proliferativa para a

de diferenciagdo precoce na miogénese. Devido a esta alteragdo no fendtipo coincidir
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com a mudanca na fase regenerativa e também porque os macréfagos M2 estéo na
proximidade de fibras musculares em regeneracdo, a regulagdo deste processo é
atribuida aos macréfagos M2 (ST PIERRE e TIDBALL, 1994).

Varios modelos fundamentam o papel dos macrofagos M2 em promover a
regeneragdo muscular (TIDBALL e WEHLING-HENRICKS, 2007).

Durante o periodo de 2 a 4 dias ap6s a recuperagao muscular, os macrofagos
M2 estdo em maior numero que os M1 que entram em declinio (TIDBALL e WEHLING-
HENRICKS, 2007; WEHLING et al., 2010). A deple¢cdo de macrofagos durante este
periodo desencadeia o aumento de didametro da fibra muscular que normalmente
ocorre, impedindo o reparo do sarcolema (WEHLING; SPENCER; TIDBALL, 2001;
TIDBALL e WEHLING-HENRICKS, 2007).

Embora os macréfagos M2 estejam tipicamente associados a reparacgao tecidual,
eles desempenham papel diferente no musculo distrofico. Assim, os macréfagos M2
podem exercer fungao central na regulagdo da regeneracéo na distrofia muscular pela
atenuacédo do fendtipo potencialmente citolitico de macréfagos M1 e também atuar
diretamente nas células satélites para conduzir sua fungcdo na regeneracao muscular
(KOWAL et al., 2011; TIDBALL e VILLALTA, 2010).

Todavia, na auséncia de transicdo de fenétipos e a partir da resposta Th1
(dominada por neutrofilos e macroéfagos M1) para a resposta tipo Th2 (dominado pelos
macrofagos M2), o processo regenerativo € dependente da ativagdo das células
satélites para desencadear a proliferacéo e expresséo genética dos primeiros fatores de
transcricao da familia bLHL (MyoD) que age como intensificador de proteinas
permitindo a ligacdo aos genes especificos do musculo para ativar a o processo de
transcricao (TIDBALL e VILLALTA, 2010).

2.6 Participagao do complexo MCH na distrofia muscular

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) compreende mais de 160

proteinas codificadoras de genes (TRAHERNE, 2008). Possui influéncia em varias
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doencgas cronicas inflamatérias e auto-imunes e contribui para as diferencas individuais
na resposta imune (TRAHERNE, 2008).

A atuacao do sistema imune é realizada pelo MHC que se expressa na superficie
das células nucleadas dos mamiferos (HALLORAN et al., 1986; HARRIS; GILL, 1986).

Os produtos do gene do MHC subdivididos em classes | (MHC 1) e Il (MHC 1I)
podem ser identificados com o uso de anticorpos monoclonais especificos em culturas
e suspensdes celulares, cortes de tecidos e “imunoblots” teciduais homogeneizados
(PONDER et al., 1983). No tecido muscular sua expressao normalmente se da na
superficie de vasos sanguineos e capilares (EMSLIE-SMITH et al.,1989; McDOUALL et
al., 1989).

Para que o complexo MHC seja ativado, e necessaria a presenca de citocinas
produzidas durante o processo inflamatorio (HALLORAN et al., 1986; HARRIS e GILL,
1986).

No musculo distrofico, durante a lesdo muscular, altas quantidades de proteinas
citosélicas sao liberadas no espaco extracelular. Estas se ligam ao MHC de classe |
(complexo peptideo-MHCI), transformando a miofibra em uma célula apresentadora de
antigeno (KARPATI, POULIOT; CARPENTER, 1988; McDOUALL et al., 1989).

Os complexos MHCI e MHCII ndo sao expressos em fibras musculares sadias ao
contrario do observado no musculo distrofico (SPENCER; TIDBALL, 2001). Entretanto,
alguns autores relataram auséncia de MHCII em fibras musculares distréficas
(KARPATI et al., 1988; McDOUALL et al., 1989) e concluiram que a expressdo de
MHCII limita-se aos vasos sanguineos endomisiais e células mononucleares em areas
de necrose, e nao em fibras musculares distréficas (KARPATI et al., 1988; McDOUALL
et al., 1989; MIYAZATO, 2010; BERETTA, 2011).

2.6 Utrofina no musculo distroéfico

A utrofina € definida como proteina homoéloga a distrofina (WINDER et al., 1995),

a qual é expressa na superficie do musculo afetado pela distrofia muscular e
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possivelmente esta relacionada a algum mecanismo compensatorio (WINDER et al.,
1995). Sua abundancia esta geralmente relacionada a vascularizacdo do 6érgdo. No
entanto, € predominante ndo s6 nos vasos sanguineos (BERETTA, 2011), mas também
em fibras cardiacas de Purkinje e discos intercalares de miofibras normais e na DMD
(RADOJEVIC e BURGUNDER, 2000).

Embora a sequéncia de ambas seja muito semelhante e possuam muitas
propriedades de proteina de ligacéo, as duas sdo expressas de forma aparentemente
reciproca e podem ser coordenadamente reguladas. Estes dados sugerem que a
utrofina consegue dar suporte ao complexo CDG, o que é importante quando as
estratégias de substituicdo pela mesma s&o investigadas para o tratamento de
distrofinopatias (RADOJEVIC e BURGUNDER, 2000).

A auséncia de distrofina induz uma sequéncia de eventos incluindo a reducao ou
o desaparecimento de varios componentes do CDG e necrose das fibras. Embora esta
necrose afete o musculo esquelético de forma mais sistematica do que o musculo
cardiaco, pode variar de espécie para espécie (PONS et al., 1994).

No musculo distrofico observou-se que a auséncia da distrofina ocasiona
aumento compensatorio da utrofina (KARPATI et al., 1993; BLAKE et al., 2002). Apesar
de suas caracteristicas homologas, a substituicdo de utrofina em areas onde a
distrofina estad ausente nao mantém a integridade da fibra muscular em pacientes DMD
(VOIT et al., 1991; PONS et al., 1994).

A expressdao dessas proteinas durante o desenvolvimento muscular foi
extensivamente estudada e podem ser utilizados como marcadores para o
desenvolvimento de fibras musculares. Estes resultados podem fornecer informacgdes
sobre a relagdo entre a estrutura da distrofina e sua fungdo celular mecéanica
(RADOJEVIC e BURGUNDER, 2000).

Em algumas pesquisas segure-se que ha relagédo entre a expresséo da utrofina e
a regeneracédo das fibras musculares, amenizando a instabilidade do sarcolema na
auséncia de distrofina (SHIM e KIM et al., 2003). Portanto, tem-se argumentado que
utrofina € expressa em fibras em regeneracdo (BERETTA, 2011), independentemente
da deficiéncia de distrofina (SHIM e KIM et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o de caracterizar lesdes musculares e estudar a
imunodeteccao de subtipos de macrofagos, através dos anticorpos CD68, CD163, MHC
| e Il e da utrofina e por meio da técnica de imuno-histoquimica em caes da raca Golden

Retriever de diferentes idades afetados pela distrofia muscular.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras e grupos

Este trabalho cumpre integralmente os principios éticos na experimentacao
animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laborat6rio
(SBCAL) e aprovado pela Comissédo de ética no uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista Julio Mesquita Filho, FCAV, Campus de Jaboticabal,
(protocolo numero 025486/09).

Os caes machos utilizados neste estudo pertenciam a colbnia situada na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — USP — Sao Paulo e na Associagéo
dos Amigos da Distrofia Muscular — Ribeirao Preto — Sao Paulo.

Foram utilizados fragmentos musculares de 17 cdes machos afetados pela
DMGR, provenientes do banco de musculos do laboratério de Patologia Experimental e
Comparada do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV/Unesp. Estes foram
classificados em grupo | — animais distroficos com até um ano de idade (n=9); grupo Il —
animais distroficos acima de um ano de idade (n=8). Amostras musculares de trés caes
ndo distréficos, SRD e livre de anormalidades neuromusculares foram utilizadas como

controles.
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Foram analisados quatro grupos musculares mais frequentemente afetados pela
doenca que foram escolhidos por meio de pesquisas anteriores realizadas neste
Departamento. Os musculos utilizados foram divididos em trés grupos: mastigatério
(masseter), respiratorio (diafragma) e locomotério toracico (triceps braquial) e pélvico
(biceps femoral).

Para as coloragdes histologicas e reagbes de imuno-histoquimica em material
parafinado foram realizados cortes transversais seriados de 5 pym nos fragmentos
musculares, em seguida, fixados em solu¢do de formalina tamponada com fosfatos a
10% por 24 horas e mantidos em alcool 70% até o processamento de acordo com a
técnica de inclusdo em parafina do laboratério de histopatologia da FCAV -
Unesp/Jaboticabal.

Fragmentos correspondentes para reagdes de imuno-histoquimica e coloragao
Alizarina red S (ARS) em material congelado foram coletados e armazenados em
botijdo de nitrogénio liquido e mantidos na temperatura de 120°C negativos.
Posteriormente, foram cortados com 5 ym no criostato a 20°C negativos, em secgdes
seriadas transversais e fixadas em laminas silanizadas eletricamente carregadas (Easy
Pat).

4.2 Histopatologia

Apos processamento histolégico usual para histologia, os fragmentos musculares
foram fixados em laminas de vidro, coradas com hematoxilina-eosina (HE) e tricomio de
Gomori modificado (TGM) para vizibilizagdo de tecido conjuntivo e determinagdo da
fibrose. Os cortes histolégicos foram analisados e todas as alteragdes histopatologicas
foram descritas.

Para caracterizar as lesdes foi utilizado o método de analise quantitativa levando
em consideragédo a porcentagem de miofibras alteradas em relacao ao corte muscular

(NGUYEN et al., 2002). Quatro graus de lesdes foram identificados segundo a extens&o



29

do dano na miofibra nos cortes corados com HE e TGM (tabela 1). Nesta avaliacao, os

achados histopatologicos encontrados foram analisados nos diferentes grupos.

Tabela 1: Caracteristicas histopatologicas de musculos de caes distroficos agrupados
em graus de lesdes segundo a classificacao de Nguyen et al. (2002).

Grau __ Leséo Caracteristicas histolégicas
Muasculo apresentando as mesmas caracteristicas
0 Ausente PR . . .
histoldgicas vistas em musculos normais.
. Fibras musculares danificadas isoladas e aleatoriamente
1 Discreta

distribuidas.

Fibras musculares danificadas em grupo apresentado
2 Moderada distribuigdo multifocal e afetando 10- 50% das miofibras

em cada corte muscular.

Fibras musculares danificadas coalescentes ou difusas
3 Severa afetando mais de 50% das miofibras em cada corte

muscular.

As laminas com os cortes congelados foram coradas pela técnica ARS, pH 4,3
especifica para avaliacdo de calcio intracelular. Na avaliagcao histopatolégica duzentas
fibras musculares dos musculos colhidos foram analisadas aleatoriamente aferindo-se a

porcentagem de fibras célcio-positivas (FCP) e negativas (FCN).

4.3 Imuno-histoquimica

O meétodo imuno-histoquimico empregado foi o complexo estreptoavidina-biotina
peroxidase desenvolvido por Hsu et al. (1981). Cinco anticorpos primarios foram
utilizados para avaliar a imunomarcagédo de macrofagos M1 (CD68) e M2 (CD163),

MHC | e MHC Il e utrofina, conforme protocolo descrito (tabela 2).
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As laminas foram inicialmente mantidas por uma hora em estufa a 60°C
seguindo-se a desparafinizagdo em xilol e hidratagdo em alcool etilico em
concentracdes de 70%, 80%, 90% e 100%, respectivamente. Todos os passos a seguir
foram precedidos por lavagem com solug¢ao tampao de fosfato (PBS, pH 7,4).

Nas reacdes com anticorpo anti-CD163 e MHC |l foi realizada a recuperagao
antigénica. No bloqueio da peroxidase endogena utilizou-se peroxido de oxigénio 30
volumes (Synth), adicionado ao alcool metilico (Synth) com concentracéo final de 15%.
Para bloqueio dos antigenos nado especificos utilizou-se solu¢cdo de bloqueio Protein
Block (Dako®).

Os anticorpos primarios foram diluidos em solugéo de diluente para anticorpo
(Dako®) e incubados em camara umida por 18 horas a 4 °C. No controle negativo da
reagao optou-se em excluir o anticorpo primario incubando-se somente com a solu¢ao
de diluente para anticorpo.

As reacdes foram reveladas pelo substrato cromogénico 3,3 diaminobenzidina
(Liquid DAB, Dako®, k334468-1) e contracoradas com hematoxilina de Harris.

A desidratacdo dos cortes foi feita em gradiente crescente de alcool etilico
seguida de diafanizagdo em xilol. Para a montagem de laminulas utilizou-se Entellan
(Merck®).

Nos cortes congelados, para o anticorpo anti-utrofina, CD68 e MHC |, as laminas
foram fixadas em acetona gelada e em seguida lavadas com solugdo tampao de PBS
(pH 7,4). A partir desta etapa, os demais procedimentos seguiram o protocolo realizado
para cortes parafinados iniciando-se pelo bloqueio da atividade enddgena da
peroxidase.

Para caracterizar a imunomarcagéo dos anticorpos anti-utrofina, anti-CD68, anti-
CD163, MHC | e MHC Il observou-se o padréao de distribuicdo da rea¢do observada nos
cortes musculares em escores.

Foram estabelecidos trés escores de imunomarcacgao para avaliar a intensidade
e distribuicdo de células imunomarcadas nos fragmentos musculares, de acordo com os
critérios descritos por MYIAZATO et al. (2011):

Escore (0), auséncia de marcacéo;

Escore (1), escassas — imunomarcacgoes isoladas e aleatoriamente distribuidas;
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Escore (2), moderadas — imunomarcagéo em grupos com distribuicdo multifocal;
Escore (3), acentuadas — imunomarcacgao difusas por todo o corte muscular.

Em seguida, foram contadas todas as células imunomarcadas em cinco campos
microscépicos aleatérios, dos quatro musculos avaliados e de todos os caes distroficos,

com auxilio de um graticulo micrométrico (Nikon®, Inc., Japan), no aumento de 400x.

4.4 Analises estatisticas

Para as lesbes histopatoldgicas foi realizada analise estatistica pelo teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia.

Os resultados referentes as células imunomarcadas foram submetidos a analise
de variancia e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey (P<0,05). Foram
comparadas as médias de imunomarcagdo entre os grupos (Gl, Gll e controle) para
cada um dos musculos avaliados. Do mesmo modo, foi realizada analise de variancia
entre os quatro musculos avaliados nas diferentes idades (Gl e Gll). Para a
comparacgdo de médias pelo teste de Tukey foi utilizado o nivel de 5% de probabilidade
(SNEDECOR e COCHRAN, 1974). As analises estatisticas foram processadas
utilizando o pacote estatistico SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).

5. RESULTADOS

5.1 Avaliagoes histopatolégicas

Os fragmentos de musculos dos cées controle apresentaram caracteristicas
histologicas normais, com a presenca de fibras musculares uniformemente distribuidas
com diametro regular, formato poliédrico entremeado por tecido conectivo e mionucleos
periféricos, ocupando posigcédo subsarcolemal. As fibras musculares apoiaram-se umas

as outras formando contorno poligonal com angulos arredondados.
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Em todas as amostras de musculos avaliados nos animais afetados nas
diferentes idades foram constatadas alteragcbes no didmetro das miofibras (tanto
hipertrofia quanto atrofia) com intensidade variada (figura 1A). Estas fibras se
mostravam entremeadas com abundante tecido conectivo caracterizando fibrose,
notada mais intensamente no triceps braquial (tabela 3, figura 2B).

Observaram-se também focos de células inflamatérias (figura 3A), principalmente
com células mononucleares (linfocitos e macrofagos) adjacentes as fibras necréticas
além de debris celulares, aumento do espaco endomisial e perimisial com substituicdo
fibrosa exuberante. O musculo triceps braquial e o diafragma apresentaram maior
intensidade para resposta inflamatoria, enquanto que no masseter e no biceps femoral
foi moderada. Além disso, a intensidade do processo inflamatério foi proporcional a
presenca de fibrose encontrada.

As fibras necroticas encontravam-se agrupadas e com imperfeicdes no
citoplasma e préximo a elas foram observadas presenca de fagossomos. O
sarcoplasma destas miofibras apresentou-se palido, homogéneo e com nucleo picnético
(figura 1B). Nos musculos masseter, diafragma, biceps femoral e triceps braquial a
necrose foi moderada.

As fibras em regeneracdo mostraram-se individualizadas ou agrupadas. O
citoplasma destas células era basdfilo e o nucleo volumoso. Estas alteracées foram
mais evidentes nas amostras dos musculos masseter e diafragma que mostrou discreta
capacidade regenerativa e em menor intensidade no triceps braquial e biceps femoral.

As fibras musculares hialinizadas apresentaram-se com o citoplasma
hiperacidéfilo, hipertrofiadas e claramente bem definidas (figura 2A) e foram discretas
nos diferentes fragmentos avaliados.

A substituicdo fibroadiposa foi escassa em todos os musculos, exceto no
masseter onde esta lesdo nao foi observada. A presenca de células gigantes estava
ausente nos locais de inflamagdo na maioria dos musculos analisados, exceto no
musculo diafragma onde estavam presentes em menor niumero

Todos o0s musculos avaliados exibiram calcificacdo distrofica. A maior
intensidade foi notada no musculo triceps braquial enquanto que o musculo masseter

apresentou quantidades reduzidas.



Figura 1: Fotomicrografia de fibras musculares em cées
distroficos. A. Musculo triceps braquial. Observar hipertrofia e
atrofia das fibras musculares (setas), (Gll). Barra: 20 ym. B:
Musculo masseter. Observar necrose das fibras musculares
(detalhe) (Gl). Barra 10 um. Hematoxilina e eosina.
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Figura 2: Fotomicrografia de fibras musculares em cées
distréficos. A: Musculo diafragma. Observar presenca de
fibras musculares hialinizadas (setas), (Gll) Barra: 20 ym. B:
Musculo masseter. Observar ibrose endomisial exuberante
das fibras musculares (setas), (Gl) Barra: 20 um.

Hematoxilina e eosina.
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O célcio presente na miofibras distréficas foi identificado através da coloragéo
ARS e distribuiu-se difusamente pelo sarcoplasma (figura 3B). Foram visibilizadas fibras
isoladas e/ou areas de concentragdo calcio-positivas nos musculos de cées afetados
pela distrofia muscular. O musculo mais afetado foi o triceps braquial e o masseter

exibiu 0 menor numero de fibras calcio positivas (FCP).



B

Figura 3: Fotomicrografia de fibras musculares em cées distréficos. A:
Musculo biceps femoral. Observar presenca de calcio intracelular no
interior das fibras musculares (setas), (G I). Barra: 100 pym. Alizarina
Red S. B: Musculo masseter. Observar presenca de fibrose e infiltrado
inflamatério mononuclear nas fibras musculares (setas), (G Il). Barra: 50
pm. Hematoxilina e eosina.
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O tecido conectivo presente no perimisio e endomisio foram exuberantes pela
coloragcado de TGM. As fibras mostraram-se de coloragdo azulada ou azul-avermelhada
dependendo da intensidade e do grau de lesao.

Tabela 3: Relagcdo das alteragcdes histopatolégicas encontradas e escore
predominante observado em ambos os grupos de cdes Golden Retriever distréficos.
Jaboticabal, SP, 2012.

Lesbes musculares Grupo |  Grupo Il
Inflamag&o crénica ++ +++
Atrofia + +++
Hipertrofia + ++
Calcificacao + +
Fibrose ++ +++
Regeneracéao + +
Hialinizagao + +
Necrose + ++
Adipécitos + +
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Os resultados do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de
significancia das lesdes histopatolégicas nos musculos masseter, diafragma, triceps braquial
e biceps femoral de caes afetados por distrofia muscular, ndo mostraram diferencas
significativas (P<0,05) indicando que o fator idade n&o interferiu no grau das lesdes
histopatologicas encontradas nos animais utilizados neste estudo.

Apoés anadlise todos os parametros morfoldgicos conjuntamente, quais sejam, atrofia,
hipertrofia, grau de infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear, fibrose,
hialinizacdo, calcificagcao distréfica, presenca de calcio intracelular e presenca de adipocitos
temos que o musculo triceps braquial e o diafragma que estéo inseridos no grupo locomotor
toracico e no respiratério foram os mais acometidos, independentemente da idade, nos caes

DMGR utilizados neste estudo.

5.2 Imuno-histoquimica

5.2.1. Imunomarcacgao de utrofina

Nos animais controle, a imunomarcagao da utrofina foi intensa nos vasos sanguineos
dos musculos analisados nesse estudo e de fraca intensidade na superficie das células
musculares. Nos animais afetados, o grau de marcagéao foi intenso (escore 3) na superficie
das miofibras, vasos sanguineos e no sarcoplasma de algumas fibras em regeneracgéo.

As imunomarcacoes de utrofina nos animais distréficos do grupo | foram moderadas
(escore 2) nos quatro musculos avaliados e no grupo |l (escore 3), foram mais evidentes no
masseter seguidas de marcagfes moderadas (escore 2) no biceps femoral, triceps braquial e

diafragma (figura 2).
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Figura 4: Fotomicrografia de reacéo imuno-histoquimica para utrofina
em céaes distroficos. Imunomarcacédo de utrofina no sarcolema no
musculo masseter (setas), complexos de polimeros ligados a
peroxidase. Barra 10 ym.

A expressao de utrofina foi maior no masseter e no diafragma nos animais do grupo |l
(acima de um ano de idade) e ndo houve diferenca significativa para os musculos biceps

femoral e triceps braquial (tabela 3).
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Tabela 4: Média e desvio padrdo da imunomarcagédo da utrofina, nos musculos masseter,
diafragma, biceps femoral e triceps braquial de cdes Golden Retriever distroficos
em diferentes idades (Gl e Gll). Jaboticabal, SP, 2012.

Masseter Diafragma Biceps femoral Triceps braquial
Grupo | 13,42 + 6,09" 12,864 +4,958" 23,955 + 9,114* 14,530 + 10,754*
Grupo |l 33,86 + 20,38° 24,822 +8,863° 20,211 £ 6,319* 19,689 + 8,85"

* Letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente por Tuckey (P<0,05).

Gl: caes distroficos com até um ano de idade. Gll: caes distréficos com mais de um ano de idade.
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5.2.2. Imunomarcagdo de macrofagos M1 (CD68) e de macréfagos M2 (CD163)

A andlise da distribuicdo dos macrofagos M1 (CD68) e M2 (CD163) nos musculos
controles evidenciaram células isoladas e aleatoriamente distribuidas pelo endomisio,
perimisio e ao redor de vasos. Entretanto, estas células foram observadas em pequenos
grupos nas areas de degeneracao e necrose dos musculos distroficos nos quatro musculos
avaliados (figuras 5 A e B).

Nos musculos distréficos de ambos os grupos avaliados (I e II) a média de
imunomarcacdo de macrofagos M1 foi discreta (escore 1) e a de M2 (CD163) variou de
moderada a intensa (escore 2 e 3).

Os resultados da andlise da expressao do macréfago M1 (CD68) para os quatro
musculos avaliados, ndo demonstrou diferenca significativa entre os dois grupos de animais

distréficos, indicando que o fator idade nao interferiu no numero de macréfagos M1.

Tabela 5. Média e desvio padrdo de macréfagos M1 (CD68) nos musculos masseter,
diafragma, triceps braquial e biceps femoral de cdes Golden Retriever distroficos
em diferentes idades (Gl e Gll). Jaboticabal, SP, 2012.

Masseter Diafragma Biceps femoral Triceps braquial

Grupo | 0,5182 + 0,376* 0,5273 + 0,2412*  0,5091 + 0,1375" 0,5282 + 0,396"
Grupo Il 0,311 +0,2261* 0,5778 + 0,338" 0,4667 + 0200* 0,411 £ 0,2281%

* Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo Teste de Tuckey (P<0,05).

Gl: caes distroficos com até um ano de idade. Gll: caes distréficos com mais de um ano de idade.

A expressao de macrofagos M2 nos dois grupos de animais distroficos variou de
moderada a intensa em todos os musculos avaliados. Adicionalmente, verificou-se que o
musculo diafragma dos animais do grupo | mostrou maior escore de imunoexpressao do
CD163 (escore 3), seguidas de marcagOes discretas e moderadas (escore 1 e 2) no

masseter, biceps femoral e triceps braquial.
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A imunomarcacao de CD163 diferiu significativamente no musculo diafragma entre os
grupos | e Il, embora as médias de marcacao no grupo Il em numero absolutos tenham sido

maiores em todos os quatro musculos avaliados (tabela 5).

Tabela 6: Média e desvio padrao da imunoexpressao de CD163, nos musculos masseter,
diafragma, biceps femoral e triceps braquial de caes Golden Retriever distroficos
em diferentes idades (Gl e Gll). Jaboticabal, SP, 2012.

Masseter Diafragma Biceps femoral Triceps braquial
Grupo | 0.57 + 0.33* 2.55£0.82" 0.46 + 0.17% 0.67 % 0.43*
Grupo |l 0,63 +0,62* 2,22 +1,18° 0,55+ 0,14% 0,43 +0,28"

* Letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente por Tuckey (P<0,05).
Gl: caes distroficos com até um ano de idade. Gll: caes distréficos com mais de um ano de idade.



Figura 5: Fotomicrografia de reagdo imuno-histoquimica para macréfagos em cdes com
distrofia muscular. A: Imunomarcacao de macrofagos CD68 (M1) no musculo masseter
em caes Golden Retriever distréficos. Complexos de polimeros ligados a peroxidase.
Notar discreta marcagéo de células. B: Imunomarcagao de macréfagos CD163 (M2) no

musculo diafragma de caes distréficos. Complexo estreptoavidina Biotina Peroxidase.

Barra 30um.
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5.2.3 Imunomarcagao do antigeno MHC |

A analise da imunomarcacao do antigeno MHC | ocorreu em capilares e vasos
sanguineos do endomisio e perimisio nos musculos masseter, diafragma, triceps braquial e
biceps femoral dos animais controle.

Nos musculos distroficos, a imunomarcacéo foi observada em areas de inflamacgéao,
necrose, regeneracado e na superficie das miofibras, principalmente em macréfagos (figura
6A).

As imunomarcac¢des do MHC | nos animais distréficos do grupo | foram intensas em
dois dos musculos avaliados neste estudo (biceps femoral e triceps braquial), seguidas de
marcagbes moderadas no masseter e diafragma. No grupo Il as imunomarcac¢des foram
intensas nos quatro musculos avaliados.

A imunomarcacdo de MHC | diferiu significativamente nos quatro musculos quando
comparados entre si, embora as médias de marcagao no grupo |l em numero absolutos

tenham sido maiores em todos os musculos avaliados (tabela 5).

Tabela 7: Média e desvio padrédo da imunomarcacédo de MHC | e MHC Il nos musculos
masseter, diafragma, biceps femoral e triceps braquial de caes Golden Retriever
distroficos em diferentes idades (G | e G Il). Jaboticabal, SP, 2012.

MHC | Masseter Diafragma Biceps femoral Triceps braquial
Grupo | 2.01+ 0.14% 2.07+0.19% 2.27+0.19% 2.28+0.17%
Grupo I 3.12+ 0.16% 3.06+0.16 ®° 3.11+ 0.22°% 3.12 +0.18"

MHC Il Masseter Diafragma Biceps femoral Triceps braquial
Grupo | 1.07+ 0.27¢ 0.95+ 0.16%® 0.98+0.19¢ 1.06+0.14%
Grupo I 0.97+0.21¢ 0.90+ 0.25° 1.10+ 0.24° 1.20+ 0.25°

AB.C | etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente por Tuckey (P<0,05).
2 Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente por Tuckey (P<0,05).
Gl: caes distroficos com até um ano de idade. Gll: caes distroficos com mais de um ano de idade.

Verificou-se relagdo direta entre a intensidade da marcagcdo de MHC | e a idade,

indicando ag&o promotora do antigeno MHC | para atuagéo dos macro6fagos.
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5.2.4 Imunomarcacgao do antigeno MHC Il

Nos musculos controle o MHC Il foi observado na superficie de células inflamatorias
mononucleares distribuidas aleatoriamente no endomisio, ao redor e na parede dos vasos
sanguineos.

Nos musculos distréficos a imunoexpressdo do MHC |l ocorreu nas células
inflamatérias mononucleares, especialmente macréfagos, concentradas em areas de
degeneracao e necrose das miofibras (figura 6B). A média de imunomarcacao foi discreta
(escore 1) nos quatro musculos distréficos de ambos os grupos avaliados (1 e 1l).

Os resultados da expressédo de MCH Il mostraram que para os quatro musculos
avaliados, ndo houve diferenga significativa entre os dois grupos de animais distréficos,
demonstrando que a expressao do MHC Il ndo variou com a idade dos animais distréficos
(tabela 5).

Tabela 8: Resumo das reag¢des de imuno-histoquimica encontradas nas fibras
musculares e escore predominante observado nos grupos de cades Golden Retriever

distroficos e controle. Jaboticabal, SP, 2012.

Anticorpos
Escore MHC
Utrofina CD68 CD163 | MHC I

S
Grupo | ++ + + +++ +
Grupo |l +++ + +++ ++ ++
Controle Ausente na

+ + + +

miofibra
Gl: caes distroficos com até um ano de idade. Gll: caes distréficos com mais de um ano de idade.




Figura 6: Fotomicrografia de reagcao imuno-histoquimica para MCH |
e MHC Il em caes com distrofia muscular. A: Imunomarcagao de
MHC | no musculo triceps braquial de cao DMGR (setas), observar
imunomarcacao em grupos de células inflamatérias mononucleares
em &rea de degeneracdo e necrose. Barra: 50 um. B:
imunoexpressdo de MHC Il no musculo triceps braquial de céo
DMGR (setas), notar discreta marcacao de células. Barra: 100 um.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram identificadas e classificadas, por critérios morfologicos,
todas as lesbes degenerativas caracteristicas da distrofina muscular em todos musculos
distroficos escolhidos. Estas lesdes variaram em extensdo e distribuicdo nos quatro
musculos avaliados. Ap6s analise das lesdes em conjunto, verifica-se que o musculo triceps
braquial e o diafragma foram mais acometidos em comparagdo aos outros musculos
estudados (masseter e biceps femoral), independentemente da idade. Estes resultados
corroboram com os descritos na literatura por outros autores (SHELTON, 2001; BERGMAM
et al., 2002; NGUYEN et al., 2002; MIYAZATO et al., 2011c).

Da andlise dos resultados constata-se que o musculo masseter foi o Unico que
mostrou capacidade regenerativa, ainda que pequena, dentre todos os quatro musculos
avaliados. A regeneracao de miofibras, nos outros musculos foi fraca enquanto que a
intensidade de necrose foi variavel entre eles indicando que esta lesdo € uma caracteristica
permanente nos musculos de cdes DMGR. Estes resultados concordam com os descritos por
Miyazato (2010) para cdes de mesma idade e discordam dos descritos por Valentine et al.
(1990) que afirmaram que ambas foram marcantes em animais jovens.

Isto pode ser explicado pelo fato que, ap6s a degeneracgao, a regeneragdo do musculo
masseter adquire caracteristicas inteiramente diferentes de outros musculos. No
camundongo mdx, o masseter sofre degeneragdo minima e as alteragdes nas suas fibras
ocorrem por possuirem menor diametro e também pela exposi¢do a uma carga mecanica
mais leve do que os musculos localizados nas extremidades (LEE et al., 2006).

A constituicdo morfolégica 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 |l
A (FTHA) e tipo Il C (FTIIC); sendo FTI e FTIl A histoquimicamente semelhantes as
encontradas no homem (DUBOWITZ, 1985)
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No musculo esquelético, o numero de fibras musculares do tipo | e Il (FTI e FTIl) sédo
proporcionalmente iguais, independente do peso do animal. Observou-se também que apds
0s seis meses de idade a porcentagem do tipo de fibras nos diferentes musculos se
estabilizou, ndo havendo mudancas com o envelhecimento dos caes (BRAUNT; LINCOLN,
1981, MIYAZATO et al., 2010).

A formacgao de agrupamentos de FTl e FTIl, observada na musculatura esquelética foi
também descrita em cdes DMGR por outros autores (KORNEGAY et al., 1988; VALENTINE
et al.,, 1990; MIYAZATO, 2005; BERETTA, 2011), sendo este um tipo de lesdo relatada
apenas nesta espécie (VALENTINE et al., 1990).

Nos musculos distréficos, as FTII foram prevalentes apresentando inverséo no tipo de
fibora quando comparado ao controle, a semelhanga do observado nos musculos
semitendinoso, diafragma e sartorio de caes 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 regeneragao produzem maiores quantidades de utrofina, responsavel
pela manutengéo estrutural da miofibra (BLAKE et al., 2002).

A fraca capacidade de regeneracao do tecido muscular relaciona-se com a redugao
progressiva das células satélites e diminuicdo da proliferacdo. Por outro lado, a fungéo
fagocitica de células inflamatorias na remocéo de debris celulares também reduz com a
idade. Assim, fibrose e atrofia sdo resultados da falha da resposta regenerativa para tentar
equilibrar a necrose persistente (PASTORET e SEBILLE, 1995).

No presente estudo, a utrofina expressou-se no sarcolema e nos vasos sanguineos
das miofibras distréficas e foi significativamente maior nos animais do grupo Il (acima de um
ano de idade) corroborando com as descri¢cdes feitas por Beretta (2011) que estudou o
musculo gastrocnémio e a jun¢cdo musculo tendinea. Por outro lado, discordam dos descritos
por Blake et al. (2006) que relataram que a expressao de utrofina no musculo deficiente em
distrofina é caracteristica de miofibras que ndo estdo em processo de regeneracdo. Ha
relatos de que a imunomarcacgéo da utrofina para pacientes DMD foi fraca nas miofibras
maduras dos musculos vasto lateral, gastrocnémio, biceps, quadriceps, reto lateral e deltdide
(SHIM e KIM, 2003). Devido a intensa imunomarcacgao para utrofina observada na periferia

das miofibras distréficas, presumimos que foi incorporada ao sarcolema. Este fato sugere
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que a diferenca na regulacao da utrofina entre diferentes musculos distroficos estudados foi
pequena para que houvesse diferenca entre os grupos avaliados.

A distribuicdo dos macréfagos M1 e M2 mostrados através da imunomarcacdo de
CD68 e CD163 foram distintas nos quatro musculos avaliados, mostrando relagéo direta
entre o numero de macréfagos e o grau de inflamacao. A diferenciagdo destes tipos celulares
ocorreu no musculo quadriceps de pacientes afetados pela DMD (DESGUERRE et al., 2009)
e no soléo de camundongos mdx (VILLALTA et al., 2011).

O subtipo M1, expresso pelo CD68, caracteristico de lesbes imaturas foi observado
em numero reduzido nas zonas necroticas e nas areas com acentuada fibrose. Estes dados
sdo semelhantes com os descritos na literatura por outros autores que observaram fraca
imunoexpressao de macréfagos M1 em relacdo ao subtipo M2 no musculo quadriceps de
pacientes afetados pela DMD (DESGUERRE et al., 2009). Assim, tal fato pode revelar a
existéncia de associagao destas células com a cronicidade do processo inflamato6rio das
fibras musculares em cées distroéficos.

Algumas hipéteses referentes a fraca expressdo do CD68 podem ser discutidas. A
primeira seria que o anticorpo utilizado para a marcagdo do antigeno anti-CD68 n&o seja
especifico para a espécie canina. A segunda seria que, a semelhangca do que ocorre em
tecidos normais, o CD68 se expressa em niveis elevados especialmente no sangue periférico
e no figado, ndo sendo seletivo para o musculo esquelético (FALINI et al.,, 1993). E a
terceira, seria a possibilidade deste antigeno expressar-se abaixo do limite de sensibilidade
do procedimento imuno-histoquimico utilizado.

A imunomarcacgéo do subtipo M2, expresso pelo CD163, na musculatura esquelética
de cades deste estudo foi observada nas regides onde havia fibrose endomisial,
principalmente nos musculos diafragma e triceps braquial. Nestes musculos, a contagem em
numeros absolutos de M2 foi duas vezes maior que a de macréfagos M1. Ha relatos de que
em musculos quadriceps de pacientes DMD, a mesma expressao de M1 e M2 foi equivalente
(DESGUERRE et al., 2009). A intensa estimulacdo de citocinas Th2 foi observada em
macrofagos isolados em camundongos mdx com 12 meses de idade, indicando que os
macrofagos M2 expressaram receptores para IL-4, IL-10 e IL-13 (mais prevalentes nesta fase

da doenca) e coincidiram temporalmente com o desenvolvimento de fibrose patologica na
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musculatura esquelética, confirmando os dados relatados na literatura (WEHLING-
HENRICKS et al.,, 2010). No entanto, a expressdo de macréfagos residentes ocorre em
numeros muito baixos nos musculos saudaveis refletindo o papel dos macréfagos M2C no
processo fisiolégico normal no musculo. Embora o numero de macréfagos M2C possa
aumentar consideravelmente no musculo mdx, eles continuam a ser uma pequena fracao do
total de células inflamatérias que se infiltram nas lesées (VILLALTA et al., 2010). A
semelhanca do que ja foi descrito para o M2C (VILLALTA et al., 2010), neste estudo, a
imunomarcagdo de CD163, apesar de maior que a do CD68, esteve aquém do esperado
para o grupo Il, onde as lesdes inflamatérias foram intensas. Assim, conclui-se que as
células imunomarcadas podem nao refletir o total de células presente na leséo. Entretanto,
com a intensa imunomarcacédo de fibras em regeneracdo, acredita-se que a populagéo
predominante de macrofagos na leséo seja a M2, que pela competicdo com M1 pelo uso da
arginina, reduz a agéo citotoxica dos mesmos (BERETTA, 2011), fato observado em menor
intensidade neste estudo.

A localizagao dos macréfagos M2 nas areas de fibrose sugere que eles desempenham
outra funcdo no musculo esquelético além da fagocitose. E conhecido o fato que os
macréfagos M2 inicialmente acumulados no epimisio e no perimisio somente penetraram na
area lesionada mais tardiamente apos a fagocitose do tecido necrético (ST. PIERRE e
TIDBALL, 1994; MCLENNAN, 1996).

Especula-se que a funcdo dos macréfagos M2 pode ser a de ativar células satélites
durante a adaptacdo da miofibra e secretar fatores de crescimento, como o derivado de
plaguetas e o fator de crescimento de fibroblasto (PARTRIDGE e BOU GARCIA, 2007). Em
outros modelos de lesdo de células musculares, a ativacao inicial das células satélites pode
ocorrer concomitantemente com a infiltracdo de macrofagos no musculo lesionado
(SIFRINGER et al., 2006).

O fato de ter observado menor numero de macrofagos M1 (que possuem agao
inflamatéria e s&o inicialmente recrutados nos locais de lesdo muscular aguda), em areas de
necrose nos musculos afetados pela DMGR, confirma a mudanca de seu fendtipo apds
fagocitose para macréfagos M2, que exibem perfil anti-inflamatério, confirmando com os
dados encontrados na literatura (TIDBALL, 2004).
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A imunomarcacao do macrdéfago M2 sugere que, com a evolugdo da idade, ha
aumento moderado deste subtipo de macréfagos no musculo de cdes DMGR indicando a
associacao deste tipo celular com a cronicidade da lesdo muscular em céaes distroficos.

O numero de macrofagos M2 (CD163) nos animais afetados foi significativamente
maior em relacao ao controle, demonstrando a participacao destas células na DMGR bem
como a intensificagdo das marcagdes do antigeno MHC | com a idade. Este fato demonstra
aumento da expressao das proteinas de superficie nas miofibras lesionadas para que possa
ocorrer a agdo complementar dos macréfagos M2.

A intensa imunodeteccao de MHC | no musculo esquelético conduz a danos nas fibras
musculares com caracteristicas clinicas, bioquimicas, histolégicas e imunoldgicas de miosite
(NAGARAJU, 2005). Estas observagbes em pacientes humanos e no modelo camundongo
sugerem que moléculas MHC | potencialmente podem mediar os danos da fibra muscular e
causar disfungao no auséncia de linfocitos (NAGARAJU, 2005).

A expresséao do antigeno MHC | foi evidenciada na superficie de miofibras distréficas e
em areas de necrose, regeneracédo e inflamacéo. Estes dados corroboram com achados
anteriores que descreveram a expressao deste antigeno na DMD em humanos (McDOUALL;
DUNN; DUBOWITZ, 1989: BEHRENS et al., 1998) e nos musculos masseter, diafragma,
biceps braquial, triceps braquial, semimembranoso biceps femoral, sartério cranial
(MYIAZATO, 2010), gastrocnémio e juncao musculo-tendinea de caes DMGR; (BERETTA,
2011). Estas caracteristicas sugerem a participagdo dos macréfagos na patogenia da DMD e
sua ativagdo em resposta a um antigeno especifico. Embora a fonte de ativagdo do antigeno
seja ainda desconhecida, € possivel que ela decorra de danos oriundos do processo de
contragdo no musculo distrofico (SPENCER; TIDBALL, 2001).

A imunomarcacao do antigeno MHC Il ocorreu em grupos de células inflamatérias
mononucleares, especialmente macrofagos, concentrados em areas de degeneragédo e
necrose confirmando sua participagdo na DMGR. Estes achados confirmam descri¢cdes
anteriores de outros autores (KARPATI; POULIOT; CARPENTER, 1988; McDOUALL; DUNN;
DUBOWITZ, 1989; NAGARAJU, 2005). Segundo Wehling, Spencer e Tidball (2001) os
macrofagos seriam o tipo celular primario envolvido na distrofinopatia e sua deplecdo no

camundongo mdx seria responsavel pela redu¢cdo em 80% da necrose muscular nos estagios
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iniciais da doenca. Apesar destes relatos, alguns autores confirmam também a expresséao do
antigeno MHC Il na superficie de miofibras distréficas (SPENCER; TIDBALL, 2001) fato este
nao encontrado nesse estudo. A imunomarcacao do antigeno MHC Il ndo variou com a
idade, ao contrario do que outros autores afirmam para a DMD em humanos (McDOUALL,;
DUNN; DUBOWITZ, 1990). Entretanto ndo podemos excluir a possibilidade deste antigeno
estar se expressando abaixo do limite de sensibilidade do procedimento imuno-histoquimico

utilizado.

7. CONLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir que a
imunomarcacao de utrofina nos musculos DMGR foi mais evidente nos animais com idade
igual ou superior a um ano de idade.

A expressdo de macréfagos M1 (CD68) e M2 (CD163) nos musculos de cdes DMGR
foi mais expressiva nas areas de degeneragao e necrose.

O numero de macréfagos M1 ndo apresentou variacdo e sua expressao foi discreta
nos dois grupos avaliados. Por outro lado, o numero de M2 detectados na musculatura de
cédes DMGR foi duas vezes o nimero de M.

Os macrofagos M2 estdo entre as principais células inflamatérias mononucleares
presentes nas lesées em cdes DMGR

A imunomarcagdo do macrofago M2, sugere que, com a evolugcdo da idade, ha
aumento moderado deste subtipo de macréfagos no musculo de cdes DMGR indicando a
associacao deste tipo celular com a cronicidade da lesdao muscular em céaes distroficos.

A imunomarcacdo do antigeno MHC | foi intensa nos dois grupos avaliados e
aumentou com a idade.

A expresséao do antigeno MHC Il ndo se alterou independente da idade dos animais.
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