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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é um distarbio neuromuscular genético
gue compromete a integridade e estabilidade da estrutura muscular, além de ser
considerada a mais grave dentre todas as distrofias musculares. Os primeiros sinais
clinicos da DMD se manifestam na infancia e apresentam uma evolucéo rapida e
progressiva, a qual acarreta em um constante processo de necrose das fibras
musculares, perda da sua capacidade contrétil e obito precoce. Embora o musculo
estriado esquelético apresente ampla capacidade de regeneracdo, os danos
causados pela DMD sao tdo frequentes que impedem o musculo ser reparado
eficientemente, ocorrendo a substituicdo do tecido muscular por tecido conjuntivo e
adiposo. Diante disso, a interface entre o musculo e o tenddo, denominada juncéo
miotendinea (JMT), é responsavel pela transmissdo da forga contratil do tecido
muscular para o tecido tendineo, além de apresentar alta capacidade adaptativa a
estimulos internos e externos como envelhecimento, patologias e exercicio fisico,
por exemplo. O objetivo desta pesquisa foi revelar as adaptacdes estruturais,
ultraestruturais e moleculares da JMT do musculo tibial anterior de camundongos
distroficos. Foram utilizados 24 camundongos Black machos com 180 dias de idade,
divididos em dois grupos: Grupo Controle (n=12; C57bl/10) e Grupo MDX (n=12;
C57bl/10M¥), Os resultados foram analisados através das técnicas de Microscopia
de Luz, para descricdo morfolégica das estruturas; Imunofluorescéncia, para
descricdo molecular; e Microscopia Eletrbnica de Transmissdo, para descricao
gualitativa e quantitativa das ultraestruturas da JMT. Dessa forma, através da analise
morfométrica, o Grupo MDX demonstrou uma reducdo nas ultraestruturas da JMT
(sarcbmero distal e proximal; invaginacdes e evaginacfes sarcoplasmaticas), as
guais refletem no comprometimento da interface formada entre o musculo e o
tenddo. Concluimos que as adaptacfes das estruturas musculares e ultraestruturas
da JMT demonstram o extenso comprometimento diante o processo de degeneracéo
provocado pela DMD, além de maior suscetibilidade a lesdes nesta regido de

ancoragem entre o musculo e o tendao que reflete numa instabilidade funcional.

Palavras-chave: Sarcomero. Invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas.

Degeneracdo muscular. Juncdo miotendinea. Distrofia Muscular de Duchenne.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a genetic neuromuscular disease
considered the most serious of all muscular dystrophies, and that disorder
compromises the integrity and stability of muscle structure. The first clinical signs of
DMD have a quick and progressive evolution that starts in childhood and will result in
a constant process of necrosis of muscle fiber, loss of its contractile property,
functional dependence, and early death. Although the striated skeletal muscle has
ample regenerative capacity, the damage caused by DMD is so frequent that it
prevents the muscle from being repaired efficiently, with the replacement of muscle
tissue by connective and adipose tissue. Therefore, the interface between the muscle
and the tendon, called myotendinous junction (MTJ), presents a greater susceptibility
to injuries and it is responsible for the transmission of contractile force from muscle
tissue to tendon tissue, in addition to having high capacity adaptive to internal and
external stimuli, such as aging, pathologies, and physical exercise, for example. The
objective of this research was to reveal the structural, ultrastructural, and molecular
adaptations of MTJ of the anterior tibial muscle from dystrophic mice. We used 24
male Black mice, with 180 day old, divided into two groups: Control Group (n=12;
C57bl/10) and MDX Group (n=12; C57bl/10™m%). The results were analyzed using
Light Microscopy techniques, for a morphological description of the structures;
Immunofluorescence, to molecular description; and Transmission Electron
Microscopy, for a qualitative and quantitative description of the MTJ ultrastructures.
Thus through the morphometric analysis, the MDX Group demonstrated a reduction
in the MTJ ultrastructures (distal and proximal sarcomere; sarcoplasmatic
invaginations and evaginations), which affect the interface formed between the
muscle and the tendon and your function of transmitting strength. We conclude that
the adaptations of the muscular structures and ultrastructures of the MTJ
demonstrate the extensive commitment in the face of the degeneration process
caused by DMD, in addition to greater susceptibility to injuries in this anchoring

region between the muscle and the tendon that cause functional instability.

Keywords: Sarcomere. Sarcoplasmatic invaginations and evaginations. Muscle

degeneration. Myotendinous junction. Duchenne Muscular Dystrophy.
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1 INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é um distirbio neuromuscular
genético que acomete 1 a cada 3.500 meninos, além de ser considerada a mais
grave dentre todas as distrofias musculares (DE PALMA et al., 2014). E uma doenca
com evolucdo progressiva e que compromete a integridade da membrana muscular
devido a auséncia da proteina distrofina, que em conjunto com outras proteinas,
participa de um complexo importante para a manutencéo e estabilidade da estrutura
muscular durante o processo de contracdo e relaxamento (MORAES; FERNANDES;
MEDINA-ACOSTA, 2011).

A auséncia da distrofina acarreta no desequilibrio da camada lipidica da
membrana muscular, que permite uma maior passagem de calcio para 0 meio
intracelular, resultando em necrose da fibra e perda da sua propriedade contratil, o
gue caracteriza o processo de degeneracao progressiva da musculatura (HERDY et
al., 2015). As fibras necrosadas serdo substituidas por outras, até que a frequéncia
de degeneracdo seja tao significativa a ponto de ocorrer a substituicdo do tecido
muscular por tecido conjuntivo e adiposo (GOMES et al., 2011).

Os primeiros sinais clinicos da DMD se manifestam logo na infancia, com
guedas frequentes, dificuldade para correr, subir escadas, levantar do chao; além
das alteracdes fisicas, como escépulas aladas, hiperlordose e a pseudohipertrofia
das panturrilhas na tentativa de compensar a fraqueza dos musculos anterolaterais
das pernas. Esse quadro evolui levando o paciente a incapacidade de andar por
volta dos 15 anos de idade, e ao Obito precoce devido insuficiéncia cardiaca e/ou
respiratoria. Embora existam tratamentos que visam preservar a independéncia
funcional do paciente, melhorar sua qualidade de vida e aumentar sua longevidade,
ainda ndo se conhece uma cura para a DMD (ALLEN; WHITEHEAD; FROEHNER,
2015; FREITAS et al., 2019).

Diante disso, temos que o musculo estriado esquelético € um dos tecidos
mais abundantes do corpo humano, sendo amplamente inervado e vascularizado,
além de ser responsavel pelas contracdes voluntarias que vao desde a realizacéo de
movimentos suaves a movimentos vigorosos. O musculo esquelético € constituido
por células multinucleadas alongadas e cilindricas, conhecidas como fibras
musculares, que por sua vez sao formadas por miofibrilas dispostas

longitudinalmente. Cada miofibrila corresponde a um conjunto de dois tipos



principais de proteinas: actina e miosina; as quais formam os sarcOmeros, que
proporcionam a aparéncia estriada ao musculo esquelético e permitem o processo
de contragcdo muscular (HENDERSON et al., 2017). Quando ocorre o aumento na
concentracdo de ions célcio no meio intracelular, devido a auséncia da distrofina, a
enzima proteolitica denominada Calpaina é ativada, provocando a digestdo de
proteinas, incluindo as proteinas contrateis do proprio musculo, que apesar da
ampla capacidade de regeneracao, ndo consegue reparar de maneira eficiente todo
o dano causado pela DMD (HORITA; DA CRUZ, 2015).

Para que a contracdo muscular aconteca, a participacdo de ions de calcio e
ATP sdo fundamentais, assim como a fixagdo dos musculos aos 0ssos através dos
tenddes. O tendédo € um tecido conjuntivo de coloracédo esbranquicada, composto
em sua maioria por fibras colagenas, podendo variar de forma, espessura, largura e
disposicéo; e a area de interagcao entre o tecido muscular e tendineo é a regido com
maior propensao a lesbes (HENDERSON et al., 2017; LEONG et al., 2020).

Denominada de juncdo miotendinea (JMT), essa complexa area
microanatdbmica do aparelho locomotor, localizada entre o0 musculo e o tendao, é
caracterizada por projecbes de fibras de colageno e dobras no sarcolema
(membrana plasmatica das células do tecido muscular estriado), intituladas
respectivamente de invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas (KNUDSEN et al.,
2015). A interface formada € responsavel por aumentar a superficie de contato entre
os tecidos, além de ser componente-chave para a funcdo primordial da JMT:
transmitir a forca gerada a partir das contracdes musculares para o tendao (CIENA
et al., 2012; ZHAO et al., 2018).

Devido aos altos niveis de estresse mecanico na JMT, ha um maior risco de
lesdes que podem resultar em diversas alteracdes morfoldgicas e funcionais, além
de adaptacdes relacionadas a composicado histoquimica e sintopia. Dessa forma, a
JMT apresenta ampla capacidade adaptativa a diversos estimulos internos e
externos, como: envelhecimento, alteracdes hormonais, patologias e exercicio fisico
(CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012; NIELSEN; LAL; SHEARD, 2018).

Pesquisas recentes e estudos translacionais apresentaram avancos
promissores para compreendermos melhor a DMD e seu extenso comprometimento
do tecido muscular; entretanto, estudos sobre as alteragcbes desencadeadas por
essa doenca na principal regido de transmissao de for¢ca do aparelho locomotor,

ainda sdo escassos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Distrofia Muscular de Duchenne

Figura 1. Retrato de Guillaume Benjamin Amand Duchenne (1806-1875).

Fonte: UNIVERSITE DE PARIS. Retrato de Duchenne, um eurologista francés, considerado o pai da
Eletroterapia e o primeiro a fornecer uma descricdo completa e detalhada sobre a distrofia muscular
pseudo-hipertréfica, que atualmente é conhecida pelo seu nome como Distrofia Muscular de
Duchenne.

Nascido em 17 de setembro de 1806, no norte da Franca, Guillaume
Benjamin Amand Duchenne (Figura 1) foi um neurologista que contribuiu para o
meio cientifico com a descri¢cdo de varios disturbios nervosos e musculares, além de
ser pioneiro nos estudos sobre o processo de estimulacdo elétrica dos musculos.
Com dificil aceitacédo no século XIX, os estudos de Duchenne foram ridicularizados
por varias equipes médicas até que finalmente seus talentos foram reconhecidos por
alguns clinicos influentes nos hospitais, Hotel-Dieu e Charité (PARENT, 2005;
RONDOT, 2005).

Em 1842, com interesse na carreira em eletrofisiologia clinica, Duchenne
usava a eletricidade ndo apenas como agente terapéutico, mas principalmente como
uma ferramenta de investigacdo fisiologica para estudar a anatomia do corpo
humano (SANTOS et al., 2005). Denominada de “électrisation localisée” (faradizacdo
localizada), Duchenne com sua nova abordagem técnica refutou a ideia de que
durante movimentos voluntarios, os musculos agonistas se contraem e 0s
antagonistas permanecem inativos; e foi capaz de demonstrar experimentalmente
gue qualquer movimento das extremidades ou tronco, é resultado de uma dupla

excitacdo nervosa, na qual os musculos que exercem acfes opostas (extensores e
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flexores) se contraem simultaneamente, um para produzir movimento e o outro para
modulé-lo (EMERY, 1993; RONDOT, 2005).

Dessa forma, Duchenne estimulou masculos e nervos através da aplicacao de
dois eletrodos de superficie na pele Uumida e percebeu que, se um muasculo
paralisado se contraisse apos o estimulo dos eletrodos, a causa da paralisia estava
no sistema nervoso central; enquanto que, se 0 musculo ndo se contraisse, era o
musculo ou 0 nervo que estava danificado. Entdo, atraves da faradizacao localizada,
prestou atencdo especial aos pacientes crénicos que eram negligenciados pela
equipe médica e conseguiu fornecer mapeamentos funcionais detalhados de
praticamente todos os musculos do corpo, isolados ou em contracdo com outros
musculos, tanto em individuos normais quanto em pacientes acometidos por
diferentes tipos de paralisia ou disturbios neuromusculares (SANTOS et al., 2005).

Os estudos eletromiograficos e clinicos detalhados permitiram que Duchenne
fornecesse descricdes precisas sobre varias doencas neuromusculares, das quais
seu nome é atribuido. Em 1861, descreveu um menino sofrendo do que ele chamou
de paraplegia hipertrofica congénita da infancia, uma condicdo caracterizada por
uma aparente hipertrofia dos gastrocnémios (EMERY, 2002). E sete anos depois,
em 1868, forneceu um relato muito mais detalhado sobre esta patologia, a qual
passou a ser chamada de distrofia muscular pseudo-hipertréfica, que € conhecida
atualmente como Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). Embora seu home esteja
associado a doenca, Duchenne ndo foi o primeiro a descrever esta condicédo
patolégica (PARENT, 2005). Em 1985, com a técnica de DNA recombinante,
descobriu-se que um gene defeituoso causava a DMD, visto que dois anos depois,
identificaram a auséncia da proteina distofina em homens acometidos pela doenca
(KUNKEL et al., 1985; JORGENSEN et al., 2011).

Diante disso, a DMD foi a primeira doenca genética a ter seu gene localizado,
isolado e clonado gracas a identificacdo da proteina codificada por seu idealizador
(DUBOWITZ, 1992). Localizado no cromossomo X (regido Xp21), as mutacdes no
gene DMD causam os sintomas clinicos da doenca e provocam uma mudanca no
guadro de leitura do gene, visto que a maioria dos casos de DMD esta relacionado
com grandes delecdes ou duplicacdes intragénicas, que levam a auséncia da
distrofina (MALIK et al., 2010).

Em relacdo a proteina distrofina, ndo se sabe ainda seu papel exato, mas

estudos apontam que uma de suas funcbes é ligar o sarcolema (membrana do
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tecido muscular) ao citoesqueleto (PERRONNET; VAILLEND, 2010). E quando héa
sua falta, ocorrem pequenos rompimentos no sarcolema, que aumentam a
concentracdo de ions de calcio no meio intracelular, e provocam a ativacdo de uma
enzima proteolitica denominada Calpaina - a qual digere proteinas, incluindo as
proteinas contrateis do proprio masculo esquelético (HORITA; DA CRUZ, 2015). E
apesar do tecido muscular apresentar ampla capacidade de regeneracdo, a
frequéncia de degeneracdo celular é tdo significativa que resulta em necrose da
fibra, fraqueza muscular e na substituicdo do tecido muscular por tecido adiposo e
conjuntivo, ocasionando uma pseudo-hipertrofia (HERDY et al., 2015; GOMES et al.,
2011).

Sabe-se que dentre todas as distrofias musculares, a DMD é o disturbio
neuromuscular genético mais comum e mais grave, além de apresentar um padrao
de heranga recessivo ligado ao cromossomo X (DE PALMA et al.,, 2014). Por
apresentar carater recessivo, os homens (XY) sdo mais comumente afetados e
manifestam a doenca; enquanto que as mulheres (XX), por apresentarem dois
cromossomos X em sua constituicdo genética, sdo portadoras assintomaticas, pois o
cromossomo saudavel é capaz de produzir a proteina distrofina normal. Entretanto,
em casos raros, a DMD também pode ser manifestada em mulheres (HERDY et al.,
2015).

Os primeiros sinais clinicos da DMD se manifestam na infancia e se
desenvolvem gradual e rapidamente. As repetidas lesGes acometem o sistema de
maneira ascendente, simétrica e bilateral, as quais iniciam-se na cintura pélvica e
membros inferiores e, em seguida, afetam a musculatura do tronco, cintura
escapular, membros superiores, pescoc¢o, musculos respiratérios e musculo
cardiaco; além das alteracdes fisicas, como exemplo as escapulas aladas,
acentuacado da lordose lombar, pseudohipertrofia das panturrilhas, na tentativa de
compensar a fragueza dos musculos anterolaterais das pernas, dentre varias outros
acometimentos advindos do processo degenerativo desenfreado (ALLEN;
WHITEHEAD; FROEHNER, 2015; FREITAS et al., 2019) (Figura 2).



13

Figura 2. Progressdo do quadro clinico de pacientes com Distrofia Muscular de

Duchenne.
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Fonte: Adaptado de JONES, H. R. (2014). Representagdo do desenvolvimento dos sinais clinicos da
DMD, desde os sintomas minimos até a perda da locomocéo.

A lordose desaparece quando
a crianga estd sentada,

Existem também os comportamentos tipicos que a crianca com DMD
apresenta, como dificuldade para correr e subir escadas, instabilidade na marcha,
guedas frequentes, dificuldade para se levantar, recorrendo a manobra de Gowers
ou o “levantar miopatico” (Figura 3), que consiste na crianca apoiar as maos
sucessivamente nos diferentes segmentos dos membros inferiores até que esteja
totalmente em pé (BUSHBY et al., 2010). Com o0 passar dos anos esse quadro
evolui, levando o paciente a incapacidade de andar por volta dos 15 anos de idade,
passando a depender de uma cadeira de rodas, e ao Obito precoce devido
insuficiéncia cardiaca ou respiratoria (LIMA; CORDEIRO, 2020).
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Figura 3. Manobra de Gowers ou “levantar miopatico”.
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Fonte: Adaptado de JONES, H. R. (2014). Representacdo da Manobra de Gowers utilizada
por pacientes com DMD na tentativa de atingir a posi¢ao ortostatica.

Embora a DMD néo apresente uma cura, modelos animais para DMD tém
sido amplamente utilizados para se compreender cada vez mais a base molecular
dessa patologia, visando o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
preservar a independéncia funcional e melhorar a qualidade de vida de seus

portadores.

2.2 Juncédo Miotendinea

O corpo humano apresenta trés tipos de muasculos de acordo com as suas
caracteristicas morfofuncionais: o musculo estriado esquelético, o masculo estriado
cardiaco e o musculo liso. Cada um atua de determinada maneira no corpo, porém,
com um enfoque no musculo estriado esquelético, este representa um dos tecidos
mais abundantes — cerca de 50% da massa corporal — e € amplamente inervado e
vascularizado, pois desempenha a movimentacdo corporal voluntaria, desde
movimentos suaves a vigorosos (HENDERSON et al., 2017).

Sendo assim, o musculo estriado esquelético € constituido por células
multinucleadas, alongadas e cilindricas denominadas fibras musculares, as quais
sdo as unidades funcionais do musculo e apresentam um papel indispensavel na

capacidade adaptativa atribuida a esse tecido (SCOTT et al., 2001; TYAGI et al.,
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2017). Para garantir a integridade estrutural e funcional das fibras musculares, ha
um envoltério de tecido conjuntivo intramuscular que as mantém unidas, além de
permitir que a for¢ca de contracdo gerada por cada fibra individualmente atue sobre o
musculo inteiro. Dessa forma, o endomisio é responsavel por envolver cada fibra
muscular, que em conjunto com outras fibras, formardo os fasciculos, envolvidos
pelo perimisio. O conjunto de fasciculos constituirdo o ventre muscular, o qual é
envolvido pelo epimisio (CAIERAQ et al., 2007) (Figura 4A).

No aspecto morfolégico as fibras musculares sdo formadas por miofibrilas, as
guais correspondem a um conjunto de principalmente dois tipos de miofilamentos
proteicos: finos e espessos, respectivamente constituidos de actina e miosina; e é a
interacdo entre essas duas proteinas que desencadeia a contracdo muscular. A
aparéncia estriada do musculo estriado esquelético se da devido a organizacéo dos
miofilamentos proteicos em estruturas denominadas sarcomeros (SQUIRE et al.,
2017).

Os sarcomeros sdo unidades estruturais da fibra muscular, constituidos por
indmeras proteinas contrateis, mas principalmente de actina e miosina. Cada
sarcomero € delimitado por duas linhas Z e as faixas claras mais externas sao
denominadas de Banda |, compostas principalmente por miofilamentos de actina;
enquanto que a faixa mais escura € denominada Banda A, composta nas
extremidades por miofilamentos de actina e miosina sobrepostos e na sua regido
central apenas por miosina (Banda H) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) (Figura
4B,C).

Na regido distal das fibras musculares os sarcémeros terminais, também
denominados distais, sdo responsaveis pela fixacdo do tecido muscular ao tecido
tendineo (ROCHA et al., 2020). E a interface entre os tecidos é conhecida como
juncdo miotendinea (JMT), uma complexa regido microanatémica que desempenha
um papel importante no movimento corporal, visto que atua na transmisséao da forca
gerada pelas proteinas contrateis do musculo para o tenddo (JACOB et al., 2018).
Além disso, a JMT também auxilia na estabilizacdo articular, resisténcia muscular e

armazenamento de energia elastica (CIENA et al., 2012).
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Figura 4. Organizagdo estrutural do musculo estriado esquelético.

Nucleos
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Fonte: (A) Adaptado de IANNOTTI, J. P. e PARKER, R. D. (2015); (B, C) Adaptado de
OVALLE, W. K. e NAHIRNEY P. C. (2014). (A) llustragdo da divisdo das estruturas
musculares evidenciando as fibras musculares e seus respectivos envoltérios. (B)
Representacdo de um sarcoOmero relaxado com as delimitagdes de suas regides (bandas).
(C) Eletromiografia de um sarcémero relaxado em corte longitudinal. 14.000X.
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A JMT apresenta uma complexa organizacao ultraestrutural, uma vez que é
delimitada por projecdes de fibras de colageno provenientes do tecido tendieneo e
por dobras no sarcolema, respectivamente denominadas invaginacdes e
evaginacdes sarcoplasmaticas (CIENA et al., 2010) (Figura 5). Essa conformacéao
permite uma maior area de contato entre os tecidos para suportar os altos niveis de
estresse mecanico, visto que a regido da juncdo apresenta ampla plasticidade,
frente a diversos estimulos internos e externos, como envelhecimento, mudancas
hormonais, patologias e treinamento, que podem resultar em adaptacdes
morfolégicas e funcionais na estrutura miotendinea (CHARVET et al.,, 2012;
NIELSEN et al., 2018; SIERRA et al., 2018; PALMA et al., 2011; CURZI et al., 2016).
Uma vez que a DMD acomete o tecido muscular, seus efeitos degenerativos
também comprometerdo a integridade estrutural da JMT, e um estudo sobre as
alteracbes ocorridas nessa regido pode fornecer o entendimento necessario para o

desenvolvimento de novas abordagens de tratamentos (YUAN et al., 2020).

Figura 5. Representacao esquematica da interface musculo-tendinea (JMT) e seus
componentes.

Sarcémero Sarcémero
Proximal Distal
1 1

Tecido Muscular Tecido Tendineo

Fonte: Elaborado pela Autora. A interface entre o tecido muscular e tendineo (JMT) é caracterizada
pelos sarcébmeros terminais da fibra muscular, denominados de distais (Ultimos) e proximais
(pendltimos). O contato entre esses tecidos ocorre por meio de projeces sarcoplasmaticas,

intituladas de invaginagfes (setas) e evaginacgdes (cabeca de seta) sarcoplasmaticas.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as alteragbes
morfologicas estruturais, ultraestruturais e moleculares da JMT do masculo tibial

anterior de camundongos distroficos.

3.1 Objetivos especificos

- Descrever as caracteristicas estruturais da JMT;

- Revelar as caracteristicas estruturais das fibras musculares;

- Caracterizar as alteracOes ultraestruturais dos feixes das células musculares e
feixes de miofilamentos;

- Mensurar os comprimentos dos sarcémeros proximais e distais na regido da JMT;

- Mensurar 0s comprimentos e espessuras das invaginacdes e evaginacoes

sarcoplasmaticas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos Black, machos, com 180 dias de idade e

divididos em dois grupos distintos (n=12):
e Grupo Controle: animais saudaveis (C7bl/10);
e Grupo MDX: animais modificados geneticamente para DMD (C57bl/10m%),

Os camundongos foram fornecidos pelo Biotério do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo (USP) e foram alojados em gaiolas de prolipropileno, com 4 animais em cada,
no Biotério do Laboratério de Anatomia Humana - Instituto de Biociéncias da UNESP
— Campus de Rio Claro. Os animais foram mantidos em temperatura monitorada
(23+2 °C), com fotoperiodo claro/escuro (12h) e racdo e agua “ad libitum”. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animal do IB —
UNESP - Rio Claro (n° 24/2018).

4.2 Microscopia de Luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, submetidos a
overdose de anestésico (Ketamina 50 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg) via intraperitoneal.
Em seguida, foram dissecadas amostras da JMT do musculo tibial anterior,
criofixadas em nitrogénio liquido -196 °C e posicionadas sobre corticas durante 48h.
Apés esse periodo, as amostras foram seccionadas longitudinalmente (10 pm)
(Criostato HM 505E, MICROM®), coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), para
identificacdo dos nucleos celulares e com Picro-Sirus Red (PSR), para identificacéo
do tecido conjuntivo associado e colageno, as quais também foram analisadas sob
Luz Polarizada (BHUTDA et al., 2017; CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014; FISCHER
et al., 2008). As imagens serdo obtidas através do microscopio de luz (Carl Zeiss

Microimaging, Axiokop 40, Géttingen, Germany).

4.3 Imunofluorescéncia

Foram utilizados 4 animais de cada grupo experimental, submetidos a

overdose de anestésico (Ketamina 50 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg) via intraperitoneal,
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no qual foram dissecadas amostras da JMT e fixadas em paraformoldeido 4%,
durante 48h a 4 °C. Posteriormente, as amostras foram seccionadas
longitudinalmente (150 um) e alocadas em laminas histoldgicas; lavadas em solugéo
phosphate buffered saline (PBS); permeabilizadas com Triton X-100 - 0,1% durante
30min; e lavadas com PBS contendo 1% bovine serum albumin (BSA) para bloqueio
de marcacgédo inespecifica. Em seguida, foi realizada a incubag¢é@o “overnight” (16h)
com anticorpos monoclonais (mouse) anti—a Tubulina (5 pg/ml) e anti-g Tubulina (3
ng/ml) para imunomarcacdo do citoesqueleto. Apds a lavagem, foram incubadas
com anticorpos secundarios (Goat anti-mouse) e, posteriormente, as laminas foram
novamente lavadas com PBS e incubadas com “Alexa Fluor 488 Phalloidina” diluido
em PBS (1:600), durante 30min, para imunomarcagao dos filamentos de a-actina. As
laminas foram finalizadas com ProLong® Gold contendo 4'6-diamidino-2-
phenylindole dihidrochoryde (DAPI, Molecular Probes®) para marcacdo dos nicleos
celulares. As imagens foram obtidas no Microscopio Confocal de Varredura a Laser
(LEICA TCS-SP5®, Mannheim, Germany).

4.4 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Foram utilizados 3 animais de cada grupo experimental, submetidos a
overdose de anestésico (Ketamina 50 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg) via intraperitoneal.
As amostras da JMT foram lavadas com solucdo tampao de fosfato de sédio, poés-
fixadas com solucdo de tetréxido de 6smio 1%, incluidas em resina Spurr® e
seccionadas em cortes ultrafinos, coletados em telas de cobre 200 “mesh” (Sigma®),
contrastados com solucdo de acetato de uranila 4% e solucdo aquosa de citrato de
chumbo 0,4%, e em seguida foram lavadas com agua destilada (CIENA et al., 2012).
As telas foram examinadas através do microscopio eletrbnico de transmissao
(Philips CM 100®, ICB/USP, Séo Paulo - SP, Brazil).
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5 RESULTADOS

5.1 Microscopia de Luz

No Grupo Controle observamos uma alta concentracdo de nudcleos na
interface miotendinea, assim como as miofibrilas apresentaram nucleos periféricos
adjacentes ao todo comprimento da fibra muscular (Figura 6A). Notamos também o
tecido conjuntivo intramuscular disposto de forma organizada, com o perimisio e
endomisio bem estruturados (Figura 6B); além do predominio de colageno tipo |,
através da tonalidade vermelha (Figura 6C).

Enquanto que no Grupo MDX, observamos uma extensa é&rea de
degeneracdo e regeneracdo muscular, visto que os prolongamentos tendineos se
demonstraram alongados e ramificados na interface miotendinea, a qual revelou
uma concentracdo de nucleos disformes e desorientados; seguidos por fibras
musculares com variagdes irregulares em seus diametros e formatos, devido sua
particdo (splitting) longitudinal (Figura 6D). ldentificamos também alteracdes na
organizacao e arranjo do tecido conjuntivo intramuscular, que demonstra a ampla
area de fibrose tecidual (Figura 6E) e a predominancia de colageno tipo lll, atraves

da tonalidade verde (Figura 6F).

Figura 6. Microscopia de Luz da regido da JMT do musculo tibial anterior dos grupos
experimentais.

CONTROLE

Fonte: Elaborada pela Autora. Grupo Controle: (A) Coloracdo em HE, com destaque a JMT (seta),
tecido tendineo (t), tecido muscular (m), nacleos concentrados na JMT (*) e ndcleo periférico (circulo).
(B) Coloragdo em PSR, em destaque a organizacdo do tecido conjuntivo associado as fibras
musculares (m), endomisio e perimisio. (C) Luz Polarizada da coloragdo em PSR, identificamos o
tecido muscular (m) e o predominio de colageno tipo | (vermelho). Grupo MDX: (D) Coloracdo em HE,
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em destaque a JMT (seta), tecido tendineo (t), tecido muscular (m), splitting (s), ndcleos disformes
concentrados na JMT (*) e nucleo centralizado (quadrado). (E) Coloragdao em PSR, em destaque a
organizacdo do tecido conjuntivo associado as fibras musculares (m), endomisio e perimisio,
acompanhado de uma extensa area de fibrose tecidual (#). (F) Luz Polarizada da coloracdo em PSR,
identificamos o tecido muscular (m) e a extensa area de fibrose tecidual (#) evidenciando a
predominancia de colageno tipo Ill (verde). Barras: 20 um (A, D) e 100 um (B, C, E, F).

5.2 Imunofluorescéncia

No Grupo Controle podemos observar os filamentos de actina dispostos
paralelamente e bem delimitados (Figura 7A). A formacao do citoesqueleto também
€ demonstrada como principal componente na morfologia tecidual (Figura 7B), além
de ser evidente a presenca de nucleos tanto na regido da juncdo como na periferia
(Figura 7C). Por meio da sobreposicdo das imagens, é revelada a organizacdo dos
elementos demarcados (Figura 7D).

O Grupo MDX revelou filamentos de actina irregulares e a regido distal
demonstra o extenso processo degenerativo na JMT (Figura 7E). Além disso, é
possivel observar a modificacdo estrutural do citoesqueleto (Figura 7F) e a maior
densidade de nucleos disseminados pela fibra muscular e tendao (Figura 7G). Por
meio da sobreposicdo das imagens, é revelada a organizacdo dos elementos

demarcados (Figura 7H).

Figura 7. Imunofluorescéncia da regido da JMT do musculo tibial anterior dos grupos

experimentais.

CONTROLE

MDX

Fonte: Elaborada pela Autora. Grupo Controle: (A) Identificagdo em verde dos filamentos de actina
dos feixes de filamentos contracteis (Phalloidina). (B) Identificacdo em vermelho do citoesqueleto (B-
Tubulina). (C) Imunolocalizagdo em azul dos nucleos das células musculares (DAPI). (D) Imagens
imunofluorescentes sobrepostas digitalmente. Grupo MDX: (E) Identificacdo em verde dos filamentos
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delgados de actina dos feixes de filamentos contracteis (Phalloidina). (F) Identificacdo em vermelho
do citoesqueleto (B-Tubulina). (G) Imunolocalizacdo em azul dos ndcleos das células musculares
(DAPI). (H) Imagens imunofluorescentes sobrepostas digitalmente. Barras: 30 um.

5.3 Microscopia Eletronica de Transmissé&o

No Grupo Controle observamos os sarcOmeros organizados em série ao
longo do miofilamento, seguido por feixes de fibras coldgenas dispostos na
extremidade do muasculo; identificamos também em projecao paralela a superficie de
adesdo da JMT, células estromais recentemente descobertas neste tecido, o0s
telécitos (Figura 8A). Constituindo a regido miotendinea, observamos os sarcémeros
proximais e distais definidos e alinhados (Figura 8B), proximos ao sistema de
ancoragem entre o musculo e o tenddo, as invaginacbes e evaginacdes
sarcoplasmaticas, que se revelaram alongadas, irregulares e assimétricas (Figura
8C).

No Grupo MDX observamos grupos subsarcolémicos de mitocondrias
proximas ao tenddo e adjacentes a um telocito, além dos sarcOmeros em série
revelarem um padrdo atipico em sua disposicdo e morfologia, evidenciado pela
definicao irregular das linhas Z (Figura 8D). Em relacdo a JMT, os prolongamentos
das fibras de colageno provenientes do tenddo (invaginacfes sarcoplasmaticas)
demonstraram-se ramificados, em aspecto de rede; como também é evidenciado a
presenca de um nucleo disposto centralmente na fibra muscular, uma célula satélite
e teldcitos na regido tendinea (Figura 8E).

Além disso, os sarcOmeros proximais e distais apresentaram seu alinhamento
comprometido, junto a disposicdo modificada das invaginacdes e evaginacoes
sarcoplasmaticas, as quais apresentaram alteracbes em seus comprimentos e
espessuras (Figura 8F).

De acordo com as analises morfométricas, o Grupo MDX, quando comparado
ao Grupo Controle, apresentou reducdo de aproximadamente 5% (p<0,0001) no
comprimento dos sarcomeros proximais e 22% (p<0,0001) nos distais (Figura 8G).
Concomitantemente, as invaginacfes sarcoplasmaticas revelaram uma reducao
significativa nos feixes de fibras coldgenas tanto em seu comprimento quanto
espessura, respectivamente de 75% (p<0,05) e 33% (p<0,01); enquanto que as
evaginacdes demonstraram reducgéo de 75% (p<0,05) em seu comprimento e 40%

(p<0,001) em sua espessura (Figura 8H, I).
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Figura 8. Micrografias e analise dos componentes da JMT do tibial anterior dos

grupos experimentais.
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Fonte: Elaborada pela Autora. Grupo Controle: (A) Micrografia de transmissdo, em destaque 0s
sarcomeros definidos e dispostos em série (s), extensa area de tecido tendineo (t) e estruturas
denominadas telocitos (*). (B) Ampliacdo da JMT, na qual é possivel observar a organizagdo dos
sarcdOmeros proximais (sp) e distais (sd). (C) Regido da JMT, em destaque a invaginagéo (seta) e a
evaginacdo (cabeca de seta) sarcoplasméticas. Grupo MDX: (D) Micrografia de transmissdo, em
destaque os sarcOmeros comprometidos pela degeneracdo muscular (s), acompanhados de um
agrupamento mitocondrial proximo a fibra muscular (#) e a presenca de um teldcito (*¥), no qual €
possivel observar a disposicdo dos seus teldpodos paralelos & JMT. (E) Ampliagdo da JMT, em
destaque as fibras musculares (m) e o tecido tendineo (t); acompanhado de um nucleo (n) disposto
centralmente na fibra muscular e a presenca de telécitos (*), proximos & uma célula satélite (cs). (F)
Regido da JMT, em destaque os sarcOmeros proximais (sp) e distais (sd); e invaginagéo (seta) e
evaginacdo (cabeca de seta) sarcoplasmaticas. (G) Média + desvio padrdo revelam alteracdes nos
comprimentos dos sarcomeros da JMT, Controle#MDX (p<0,0001). (H) Média * desvio padrdo do
comprimento das invaginagdes e evaginac¢des sarcoplasméticas revelam reducdo em MDX (p<0,05).
(I) Média + desvio padréo revelam reducao nas espessuras das invaginacdes (p<0,01) e evaginacdes
sarcoplasméticas (p<0,001) em MDX. Barras: 10 um (A), 1 pm (B), 0.2 um (C), 5 um (D, E) e 2 uym
(F).
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram as adaptacdes na JMT e seus
componentes perante um quadro de degeneracdo muscular causado pela DMD;
dessa forma, as andlises estruturais, ultraestruturais e moleculares indicaram
alteracdes que podem contribuir na perda da capacidade motora e impactar na
gualidade de vida de seus portadores.

Caracterizada como distirbio muscular, a DMD promove alteragdes no
posicionamento nuclear, visto que 0 constante processo de degeneracdao e
regeneracdo exigem um remodelamento da fibra afetada (FOLKER; BAYLIES,
2013). Roman e Gomes (2018) relataram em seu estudo que a ancoragem nuclear
ndo periférica é frequentemente acompanhada por nucleos desorientados e
disformes; sendo assim, em nossos resultados notamos nucleos com caracteristicas
semelhantes e dispostos centralmente na fibra muscular, o que corrobora com os
achados de ambos os estudos citados acima.

Através da imobilizacdo do masculo tibial anterior, Kunz et al. (2013),
evidenciaram que as alteracbes morfologicas causadas nas fibras musculares séao
indicadores de lesdo muscular e necrose da fibra, que consequentemente promove
0 aumento do tecido conjuntivo associado, tendo em vista que o mecanismo de
resposta dos fibroblastos, células responsaveis por produzir e manter o tecido
conjuntivo, é a proliferacédo e deposicao desse tecido frente a uma leséo, objetivando
um remodelamento adequado da matriz extracelular. Em nosso estudo o Grupo
MDX também apresentou alteracdes no formato das fibras musculares, assim como
o preenchimento dos locais necrosados com tecido conjuntivo associado,
caracterizando um quadro de enfraguecimento e estresse mecanico no musculo e
suas estruturas.

Ribeiro et al. (2015) descreveram o processo de regeneracdo em fases,
sendo que uma delas se caracteriza pela elevacédo na concentracéo de fibroblastos,
gue produzem e depositam colageno tipo Ill, para que posteriormente ocorra o
remodelamento e a substituicdo por fibras colagenas tipo I. Em nossos dados, é
notdria a presenca de colageno tipo Il no Grupo MDX, pois ap6s o tecido muscular
ser lesionado constantemente, a sobrecarga do processo de maturagédo das fibras

de coladgeno resulta em fibrose tecidual e formacdo de cicatriz. Diante esses
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aspectos, € evidente que o comprometimento do tecido muscular repercute
gravemente na modulacéo da JMT.

Em nossos resultados, observamos em ambos os Grupos a presenca de
telocitos proximos a JMT, que segundo a literatura, podem estar associados a
fatores regenerativos e de reparo; o mesmo foi encontrado no masculo cardiaco por
Zhaofu e Dongqing (2016); assim como em diferentes condi¢bes patolégicas
apresentam alteracdes (WANG; WANG, 2017); e foram recentemente encontrados
no mauasculo estriado esquelético e associados a ativacdo de células satélite
(MANETTI et al., 2019).

Tendo em vista que os musculos predominantemente glicoliticos, como o
tibial anterior, sdo mais afetados pelos efeitos deletérios da DMD e pela disfungéo
mitocondrial; os grupamentos mitocondriais observados proximos a JMT no Grupo
MDX podem indicar alta atividade celular devido as adaptacdes sofridas nesta regido
(BARKER et al., 2018).

Jacob et al. (2019) relataram em modelo experimental de menopausa que 0s
estimulos atroficos repercutem em atenuagdes nos comprimentos dos sarcomeros
da JMT. Dessa forma, obtivemos resultados semelhantes, uma vez que o processo
desenfreado de degeneracdo proporciona a atrofia das fibras musculares e,
consequentemente, um menor comprimento dos sarcémeros proximais e distais.

A literatura afirma que a adicao longitudinal de sarcémeros na fibra muscular
resulta em reducdo do espacamento dos filamentos de proteinas contrateis e, assim,
ha maior producdo de forca contratii (FENWICK; LEIGHTON; TANNER, 2016).
Concomitantemente, Lynch et al. (2001) comprovaram que musculos distroficos
apresentam menor capacidade de producédo de forca, devido ao declinio da massa
muscular. Desse modo, supfem-se que 0s menores comprimentos dos sarcémeros
encontrados em nosso estudo associados a reducédo na producdo de forca, podem
ser decorrentes da diminuicdo longitudinal na quantidade de sarcémeros e menor
comprimento muscular, visto que a DMD também ocasiona a atrofia dos musculos.

Curzi et al. (2013) relataram que, apds atrofia provocada pela suspenséo dos
membros posteriores de ratos, a JMT sofre um remodelamento negativo, o qual
prejudica o desempenho de sua funcionalidade, visto que seus componentes
apresentaram alteragfes em sua morfologia. Em nossos resultados, a auséncia da
distrofina causada pela DMD também demonstrou um remodelamento negativo, em

gue as proje¢cOes da JMT apresentaram menores comprimentos e espessuras, tendo
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em vista que a morfologia ramificada nos prolongamentos advindos do tendao
proporciona uma area de contato mais fragil na interface musculo-tendinea para
sustentar a transmissao de forga.

Em nossos resultados, a definicdo irregular das linhas Z e, em algumas partes
a sua auséncia, corroboram com a ideia de que, com o aumento do influxo de ions
de célcio, as enzimas digestivas ativadas induzem a quebra das linhas Z da
miofibrila, comprometendo o ponto de ancoragem dos miofilamentos de actina e o
processo de contracdo muscular (JORGENSEN et al., 2011).
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7 CONCLUSAO

Concluimos que a JMT apresenta significativo comprometimento e maior
suscetibilidade a lesdes, devido ao constante processo de degeneracdo e
regeneracao muscular. As adaptacdes observadas na regido miotendinea resultaram
em grave implicacdo na transmissdo de forga contratil e demonstraram a drastica
reducdo e modulacdo fragil da JMT e seus componentes, uma vez que O
enfraguecimento constante do tecido muscular, ocasionado pela a DMD, repercute

diretamente nesta regiéo.
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