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RESUMO 
 
 
Lesões musculares são problemas freqüentes na medicina esportiva e doenças 

miodegenerativas. A fase inicial do processo de reparo é caracterizada pela 

necrose do tecido danificado e ativação da resposta inflamatória. O objetivo 

deste trabalho foi analisar o reparo do tecido muscular após a indução de lesão 

muscular em linhagens de camundongos com distintos padrões de secreção de 

citocinas. Foram incluídos pelo menos 3 animais em cada grupo de estudo com 

padrão de citocinas Th1 (C57BL/10, C57BL/6) e Th2 (BALB/c). A injúria 

muscular foi induzida pela inoculação de bupivacaína no músculo Tríceps 

bachii. Os camundongos foram sacrificados após 1, 4, 8 e 12 dias (dpi). As 

linhagens com predomínio de citocinas Th1 apresentaram maior área com 

miofibras regenerando e macrófagos em 4 dpi em comparação com o 

camundongo BALB/c. Os linfonodos regionais apresentaram aumento 

significativo da celularidade com aumento percentual de linfócitos T CD3+CD4+  

somente nos camundongos BALB/c inoculados com bupivacaína. Os 

camundongos BALB/c mostraram um aumento da deposição de colágeno e 

menores níveis de MMP-9 associados com maior quantidade de mRNA para 

TGF-β1. Este estudo sugere que o perfil imunológico do camundongo pode 

influenciar o processo de remodelagem no músculo esquelético após 

inoculação de bupivacaína promovendo regeneração muscular (citocinas Th1) 

ou mionecrose e deposição de colágeno (citocinas Th2). 
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ABSTRACT 
 
Muscular lesion is a frequent matter in sportive medicine and myodegenerative 

diseases. Necrosis of the damaged tissue and activation of inflammatory 

response characterize the initial phase of muscle repair. This work aimed to 

analyze the tissue repair after induction of lesion in skeletal muscle from mouse 

lineages with distinct cytokine secretion patterns. It was included at least 3 mice 

per group with distinct cytokine pattern: Th1 (C57BL/10, C57BL/6) and Th2 

(BALB/c). Muscular injury was performed by injection of bupivacaine (Bp) in the 

(T. brachii) skeletal muscle. Mice were sacrificed at 1, 4, 8 and 12 days post-

injection (dpi). Both Th1-dominant strains presented more areas with 

regenerating myofibers and macrophages at 4 dpi. Regional lymph nodes 

showed significant increase of cellularity and relative numbers of CD3+CD4+ in 

bupivacaine-inoculated BALB/c mice compared to non-inoculated matched mice 

at 4 dpi. BALB/c mice showed increased collagen expression and decrease of 

MMP-9 activity associated with more mRNA for TGF-b1. This study shows that 

the immune background of the mouse may affect the remodelling processes in 

skeletal muscles that occur in response to bupivacaine injection promoting 

muscle regeneration (Th1 cytokines) or myonecrosis and collagen deposition 

(Th2 cytokines). 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 TECIDO MUSCULAR ESQUELÉTICO  
 

O músculo estriado esquelético é responsável pela sustentação e 

movimentação corporal devido a sua capacidade de contração e de gerar uma 

força que é aplicada sobre ossos e articulações. Na maioria das vezes essa 

contração é voluntária via estímulo nervoso. O músculo esquelético é formado 

por células cilíndricas alongadas e que possuem estriações transversais. As 

células musculares apresentam características específicas e por isto seus 

componentes receberam nomes especiais. O citoplasma é chamado de 

sarcoplasma, o retículo endoplásmático de retículo sarcoplasmático e a 

membrana citoplasmática de sarcolema. Os núcleos de uma fibra muscular 

estão todos localizados na periferia da fibra em contato com o sarcolema (Kerr, 

2000). 

Os músculos são formados por um conjunto de células que se originam 

da fusão de mioblastos e se organizam em feixes cilíndricos e multinucleados 

com até 30 cm. Cada fibra muscular é revestida por uma camada de tecido 

conjuntivo chamada endomísio. Tais fibras são então agrupadas em feixes 

mantidos juntos por outra camada de tecido conjuntivo, denominada perimísio. 

Esse grupo revestido ou feixe de fibras é denominado fascículo. Os grupos de 

fascículos com feixes de fibras, cada qual com vasos sangüíneos e tecido 

nervoso associados, são mantidos bem unidos por outra camada de tecido 

conjuntivo denominada epimísio. Os fascículos circundados por epimísio, que 

percorrem todo o comprimento do músculo esquelético, são então 
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completamente circundados por um tecido conjuntivo denominado fáscia (figura 

1). A fáscia é um tecido conjuntivo denso e resistente que recobre todo o 

músculo e, estende-se além do músculo formando o tendão fibroso, cuja 

função é fixar o músculo ao osso. Esta disposição do tecido conjuntivo mantém 

a organização das fibras musculares, permitindo que a força de contração seja 

transmitida a outras estruturas como tendões e ligamentos e também influencia 

na distribuição dos vasos sanguíneos, linfáticos e inervação (Junqueira & 

Carneiro, 2004).  

 

 

Figura 1:   Estrutura do músculo esquelético. 

http://training.seer.cancer.gov/module_anatomy/unit4_2_muscle_structure.htm (acessado em 

20/12/2006) 

 

 No interior de uma fibra muscular existe um número razoável de 

unidades estruturais orientadas longitudinalmente chamadas de miofibrilas 

formadas por filamentos de actina e miosina, as duas principais proteínas 

contráteis do músculo. As miofibrilas são cilíndricas, com diâmetro entre 1 e 2 

µm, podendo ser vistas ao microscópio óptico como estriações transversais 

sanguíneo  

Fibra muscular 

fascículo endomísio epimísio tendão 

osso 
perimísio 
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com faixas claras e escuras (Kerr, 2000). A banda I (isotrópica), apresenta-se 

mais clara porque a luz polarizada atravessa facilmente os finos filamentos de 

actina que a constituem. A banda A (anisotrópica), apresenta-se mais escura 

por ser composta por actina e filamentos espessos de miosina, o que dificulta a 

passagem da luz. No centro de cada banda I aparece uma linha transversal 

escura, a linha Z. O sarcômero, unidade estrutural do músculo, é definido como 

a região da miofibra compreendida entre as duas linhas Z. No centro de cada 

banda A existe uma área mais clara chamada de banda H, exclusivamente 

constituída de miosina (figura 2). Ao microscópio eletrônico podemos ver 

filamentos finos de actina que partem da linha Z até o bordo externo da banda 

H (Junqueira & Carneiro, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                    

Figura 2 – Estrutura da fibra muscular  

 www.adesnivel.pt/treino/musculo.htm (acessado em 16/02/2007) 

núcleo  
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Disco Z 
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As miofibras são heterogêneas no tamanho, metabolismo e função 

contrátil, o que permite uma grande variedade de funções de acordo com a 

composição das fibras. Inicialmente as fibras foram classificadas como sendo 

rápidas e lentas baseadas na velocidade de contração. Esta divisão também 

corresponde a diferenças morfológicas, com os músculos rápidos sendo 

brancos em algumas espécies como aves, e os músculos lentos de cor 

vermelha. O maior conteúdo de mioglobina e capilares nos músculos 

vermelhos contribui para a maior capacidade oxidativa dos músculos 

vermelhos comparados com os brancos. Atualmente, as fibras musculares são 

classificadas por três diferentes métodos: análise histoquímica para ATPase, 

identificação da isoforma de miosina e identificação bioquímica de enzimas 

metabólicas (Scott et al., 2001) – ver figura 3. 

 

Figura 3: Distribuição heterogênea das fibras musculares esquelét icas.  

Análise do tipo de fibra de seções transversais do músculo soleus de camundongos coradas 

por hematoxilina-eosina (a), coloração metacromática da ATPase mostrando fibras tipo I 

(coradas em azul) e tipo IIA (azul claro), e em (c) imuno-histoquímica usando anticorpo 

monoclonal que reconhece miosina do tipo I (Bassel-Duby & Olson, 2006). 
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1.2 FORMAÇÃO DO TECIDO MUSCULAR 
 
 

O músculo esquelético de vertebrados é formado a partir do mesoderma 

paraxial, o qual se segmenta em somitos em cada lado da notocorda e do tubo 

neural (Christ & Ordahl, 1995). A porção dorsal do somito originará os 

músculos dos membros e do corpo, enquanto alguns músculos da cabeça são 

originados da porção anterior não segmentada, mesoderma paraxial e 

mesoderma pré-cordal (Buckingham et al., 2003).  

A miogênese é um processo que envolve uma cascata complexa de 

eventos incluindo especificação e a diferenciação das células precursoras ou 

mioblastos, que se fusionam para formar os miotubos primários e secundários 

e a subseqüente maturação. Todos esses eventos se dão sob um controle 

genético restrito e envolve a migração de células precursoras (Muntoni et al., 

2002). Genes da família Pax, caracterizados pela presença de um homeobox e 

um paired box, estão implicados na proliferação de várias linhagens de 

precursores (Pownall et al., 2002; Chen & Goldhamer, 2003; Charge & 

Rudnicki, 2004). Pax-3 e Pax-7 possuem um papel importante durante o 

desenvolvimento do músculo esquelético (Hawke & Garry, 2001; Chen & 

Goldhamer, 2003; Charge & Rudnicki, 2004). Famílias de fatores de 

transcrição, como MRF (fatores regulatórios miogênicos) que pertencem à 

superfamília de fatores de transcrição bHLH (basic helix-loop-helix), estão 

implicados na formação do músculo esquelético (Charge & Rudnicki, 2004). A 

família MRF consiste de MyoD (Myf-3), Myf-5, miogenina (Myf-1) e MRF4 (Myf-

6/Herculin) (Sabourin & Rudnicki, 2000). MyoD e o Myf-5 são os fatores 

primários e agem na determinação miogênica, enquanto a miogenina e o MRF4 

são fatores de diferenciação (Sabourin & Rudnicki, 2000). Camundongos duplo 
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nocaute para Myf-5 e MyoD não conseguem formar músculo esquelético 

devido a ausência de precursores de mioblastos (Rudnicki et al., 1993). Células 

miogênicas com proliferação positiva para MyoD e /ou Myf5 formam mioblastos 

que proliferam e saem do ciclo celular para se tornarem miócitos diferenciados. 

Estes expressam as MRFs, miogenina e MRF4, e subseqüentemente genes 

musculares específicos como a cadeia pesada de miosina (MHC) e creatina 

quinase muscular (MCK) (Charge & Rudnicki, 2004). Durante o 

desenvolvimento muscular, uma população de mioblastos não se diferencia, 

permanecendo associada à superfície da fibra em desenvolvimento como 

células satélites musculares quiescentes (Charge & Rudnicki, 2004). 

 

1.3 REPARO DO TECIDO MUSCULAR   

O músculo esquelético de mamíferos tem a capacidade de realizar 

regeneração rápida e extensa em resposta a injúria grave devido a defeitos 

genéticos e atividade física intensa. A regeneração muscular é caracterizada 

por três fases: degeneração, reparo e remodelagem (Jarvinen et al., 2005). O 

evento inicial da degeneração muscular é a necrose das fibras musculares. 

Esse evento é iniciado geralmente pela ruptura do sarcolema resultando em 

aumento da permeabilidade da miofibra. A ruptura da miofibra se reflete pelo 

aumento dos níveis séricos da proteína muscular creatina kinase. A 

permeabilidade aumentada da fibra muscular a corantes de baixo peso 

molecular como azul de Evans é uma indicação da lesão do sarcolema 

associada a exercícios extensos e doenças degenerativas. Na lesão muscular 

além de necrose, degeneração e infiltrado de células inflamatórias também é 

evidente o extravasamento sangüíneo com formação de hematoma (Charge & 



 7 

Rudnicki, 2004). Esse processo é seguido por uma fase de reparo onde ocorre 

a fagocitose do tecido lesionado, regeneração das miofibras, formação do 

tecido cicatricial e revascularização. Durante a fase seguinte, a fase de 

remodelagem, ocorre contração e reorganização do tecido cicatricial e a 

recuperação da capacidade funcional do músculo (Peng & Huard, 2004).   

Na fase inicial da lesão muscular geralmente ocorre ativação de células 

mononucleares, principalmente células inflamatórias e células miogênicas. No 

período pós-lesão as principais alterações histológicas no sítio de lesão são: 

necrose da miofibra e aumento do número de células mononucleares de 

origem não muscular (Charge & Rudnicki, 2004). Estudos recentes sugerem 

que fatores liberados por músculos lesionados ativam as células inflamatórias 

residentes que em troca produzem sinais quimiotáticos para as células 

inflamatórias circulantes (Warren et al., 2004).                                                            

Após lesão muscular induzida por exercícios ou por miotoxinas, os neutrófilos 

são as primeiras células inflamatórias a invadir o músculo lesionado, com 

aumento numérico nas primeiras 6 horas. Os macrófagos se tornam o tipo 

celular predominante após 48h. Macrófagos fagocitam restos celulares e 

podem afetar outros aspectos da regeneração muscular ativando células 

miogênicas (Tidball, 2005). 

Experimentos de marcação nuclear mostraram a contribuição das 

células satélites como uma fonte importante de novos mionúcleos na 

regeneração de miofibras (revisado em Zammit et al., 2006)). Após a fase de 

proliferação miogênica, as novas fibras musculares formadas, como na 

miogênese embrionária, sofrem diferenciação e se fusionam a fibras lesionadas 

já existentes ou formam novas miofibras (figura 4A). As miofibras recém-
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formadas são basofílicas, apresentam calibre pequeno, nucleação central 

(figura 4B) e expressam formas de MHC embrionário. Em seções longitudinais 

e em fibras isoladas a nucleação central é observada em porções discretas na 

área de regeneração ou ao longo de toda a fibra sugerindo que durante a 

regeneração a fusão celular não é difusa, mas focal ao local da lesão. Após a 

completa fusão das células miogênicas, as fibras aumentam de tamanho e o 

mionúcleo se move para a periferia da fibra. Sob condições normais o músculo 

regenerado não pode ser diferenciado morfologicamente nem funcionalmente 

(Figura 4C) (Charge & Rudnicki, 2004). 
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Figura 4: Estágios de regeneração do tecido muscular.  

A – Representação gráfica dos estágios de uma cinética de regeneração incluindo ativação de 

células satélites (2 horas após a injúria), proliferação de células satélites, diferenciação 

(caracterizado pelas miofibras centronucleadas) e maturação. B - Corte histológico de músculo 

corado por HE 5 dias após inoculação de cardiolipina (cabeça de seta - fibras 

centronucleadas). Após 2 semanas (C ) as fibras já  restauraram a citoarquitetura e apresentam 

nucleação periférica (cabeça de seta) (Shi & Garry, 2006) 

 

 

1.4 PROGENITORES MIOGÊNICOS 

1.4.1 Células Satélites: 

As células satélites foram primeiramente descritas em 1961 por Alexander 

Mauro como mioblastos adormecidos, localizados entre a lâmina basal 

muscular e o sarcolema da fibra muscular, que não sofreram total 

desenvolvimento embrionário e que são capazes de retomar esse programa de 

miogênese em resposta a uma lesão muscular (Mauro, 1961). As células 
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satélites ainda são encontradas em abundância logo após o nascimento, 

correspondendo em camundongos a 30% dos núcleos musculares 

sublaminares (Cardasis & Cooper, 1975; Chen & Goldhamer, 2003). Contudo, 

após o nascimento, essa proporção diminui para menos de 5% no camundongo 

adulto e continua a cair lentamente após a puberdade (Chen & Goldhamer, 

2003; Charge & Rudnicki, 2004). 

No músculo normal células satélites são normalmente quiescentes e 

expressam marcadores como Pax-7+, CD34 e M-caderina (revisado em 

Zammit et al., 2006). Inicialmente, achava-se que Pax-7 era essencial para 

especificação de células satélites, porque camundongos mutantes nocaute 

para Pax-7 pareciam não possuir células satélites porém possuíam 

comprometimento da regeneração muscular. Contudo células satélites podem 

ser detectadas na ausência de Pax-7, porém sua manutenção e proliferação 

parece ser defeituosa, sugerindo que Pax-7 possua um importante papel anti-

apoptótico (Relaix et al., 2006). 

Células satélites quiescentes não expressam níveis detectáveis de 

nenhum dos MRFs. Após a injúria e/ou ativação, a expressão de MyoD é 

induzida em 12 horas, antes mesmo da expressão de PCNA (antígeno nuclear 

de proliferação celular), um marcador para proliferação celular. A expressão de 

miogenina ocorre tardiamente durante a fusão e diferenciação (Figura 5). 

Análise da expressão gênica de células satélites individuais ativadas, mostrou 

inicialmente a expressão de Myf-5 ou MyoD, seguida da coexpressão desses 

marcadores durante a fase proliferativa e de miogenina e MRF-4 na fase de 

diferenciação terminal (Cornelison & Wold, 1997; Charge & Rudnicki, 2004). 

Células satélites que mantêm a expressão de Pax e diminuem expressão de 
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Myo-D, reconstituem o compartimento de células satélites (figura 5) (Zammit et 

al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Figura 5: Regulação molecular da regeneração do tecido muscular  .  

Durante o crescimento pós-natal e regeneração do músculo adulto, células satélites 
quiescentes tornam-se ativadas, proliferam e se diferenciam em novas fibras musculares ou 
retornam ao estado de células satélites. Este ciclo é orquestrado por fatores miogênicos como 
indicado. Na ausência de Pax-7, as células satélites morrem. Modificado a partir de 
Buckingham, 2006 

 

      As células satélites miogênicas, apesar de serem mais diferenciadas que as 

células tronco ainda apresentam plasticidade. Experimentos in vitro mostraram 

a capacidade de linhagens mioblásticas expressarem em diferentes condições 

de cultivo, marcadores característicos da diferenciação de tecido ósseo e 

adiposo (Runx2 e PPARy, respectivamente), com diminuição da expressão de 

MyoD. Isto não só mostra o seu caráter plástico, mas a importância do 

microambiente para a remodelagem do tecido muscular lesionado (Chen & 

Goldhamer, 2003). 
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A ativação e regeneração do tecido muscular são influenciadas por 

interações intercelulares, com a matriz extracelular e fatores secretados. A 

própria injúria muscular induz a liberação no espaço extracelular (Figura 6) de 

mediadores da resposta inflamatória e outras moléculas biologicamente ativas.  

Estudos in vitro tem evidenciado vários fatores tróficos: membros da família 

FGF (fator de crescimento de fibroblastos), IGFs (fator de crescimento do tipo 

insulina), HGF (fator de crescimento de hepatócitos, neurotrofinas e citocinas 

como por exemplo TGF (fator de transformação de crescimento) e Interleucina-

6 (Hawke & Garry, 2001; Charge & Rudnicki, 2004).  
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Figura 6- Influência do microambiente na ativação das células saté lites (Hawke & Garry, 

2001) 

EGF - Fator de crescimento para endotélio, FGF - Fator de crescimento para fibroblasto, HGF – 
Fator  de crescimento de hepatócito, IGF-I - Fator  de crescimento tipo insulina 1, IGF-II - Fator 
de crescimento tipo insulina 2, IL-6 - Interleucina-6, LIF - Fator de inibição da migração 
macrófago, NO - Óxido Nítrico, PDGF - Fator de crescimento derivado de plaqueta, TGF-β - 
Fator de crescimento de transformação-β. 

 

 

1.4.2 Contribuição de outras células miogênicas no reparo do tecido 

muscular 

Nos últimos anos, vários trabalhos têm mostrado que outras populações 

celulares podem participar da regeneração muscular. Os experimentos de 

Ferrari e colaboradores mostraram que após um transplante de medula óssea, 

células derivadas do doador são capazes de participar da regeneração do 
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tecido muscular (Ferrari et al., 1998). Apesar das células derivadas da medula 

óssea contribuir bem menos que as células satélites, este experimento criou 

enorme interesse no potencial de diferenciação plástico e na possibilidade de 

novas estratégias terapêuticas. Essas populações residem no músculo 

esquelético ou podem ser recrutadas de compartimentos não musculares em 

resposta à injúria e regeneração (figura 7). 

 As SP (side population), caracterizadas pela expressão de Sca-1high e 

CD45low ,constituem uma população de células progenitoras residentes nos 

tecidos adultos (medula óssea; músculo esquelético). Estas células aumentam 

em número após a injúria e participam na regeneração (Meeson et al., 2004). 

MDSC (muscle-derived stem cells) são outra população de células tronco com 

potencial miogênico isoladas do músculo esquelético adulto expressando os 

marcadores Sca-1 e CD34 (revisado em Shi & Garry, 2006).  
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Figura 7: Possíveis repositores de mionúcleos durante a regener ação muscular.   

A maioria das células satélites (Pax3+/Pax7+) é derivada do somito. Células progenitoras que 

também contribuem para o pool de células satélites e regeneração muscular incluem: células 

intersticiais (muscle derived stem cells ou MDSC, SP, CD45+/Sca-1+, Sca-1+, CD34+); células 

de medula óssea (células tronco hematopoéticas, células tronco mesenquimais, células 

progenitoras adultas multipotentes) e progenitores vasculares (Shi & Garry, 2006) 

 

 

Existe evidência experimental que progenitores associados a vasos 

derivados da aorta dorsal apresentam potencial miogênico e são capazes de 

participar da regeneração muscular. Outros componentes vasculares como 

progenitores endoteliais e pericitos também apresentam potencial miogênico 

(Shi & Garry, 2006). As MDSCs residentes no músculo estão intimamente 

associadas a vasculatura, especificamente aos capilares ao redor da fibra, 

apesar de também serem encontradas sob a lâmina basal das miofibras, um 
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sítio preferencial das células satélites. Tanto as células endoteliais como 60% 

das MDSCs são CD34+Sca1+ sugerindo serem subpopulações de células 

endoteliais. Essas células se diferenciariam em células do endotélio vascular e 

fibras do músculo esquelético após serem implantadas no músculo (Peng & 

Huard, 2004). 

As células precursoras miogênicas não somente contribuem para 

regenerar miofibras no músculo lesionado, mas também são capazes de 

reconstituir o compartimento de células satélites. Contudo, a freqüência é muito 

baixa (mesmo na injúria) comparando-se com o número de mioblastos 

derivados de células satélites. O aumento do recrutamento dessas células para 

a lesão através do aumento da expressão local de IGF-1 ou SDF-1 não 

aumentou o número de mionúcleos originados do doador (Askari et al., 2003; 

Musaro et al., 2004). Por isto, é importante investigar os mecanismos e sinais 

envolvidos na fusão ou transdiferenciação a fim de propor novas estratégias 

para aumentar a eficiência da conversão de outras células precursoras (Long et 

al., 2005).  

 

1.5 PARTICIPAÇÃO DA INFLAMAÇÃO NO REPARO TECIDUAL 

      O dano tecidual inicia uma invasão rápida e seqüencial de células 

inflamatórias que persistem por dias ou meses, enquanto ocorre a regeneração 

e/ou reparo do tecido (figura 8). A participação da inflamação no reparo é um 

fenômeno complexo e nem sempre é benéfico para o tecido. Mesher e Neff 

propuseram que a evolução do sistema imune de mamíferos gerou interações 

celulares inflamatórias nos sítios de injúria proporcionando maior defesa contra 

microorganismos e facilitação do reparo tecidual, embora prejudicando a 



 17 

capacidade regenerativa do tecido. A lesão normalmente está associada à 

formação de tecido cicatricial e fibrose, sendo este fenômeno um resultado 

direto das interações inflamatórias do sistema imune e fibroblastos no sítio da 

injúria (Mescher & Neff, 2005). 

 

Figura 8 - Cinética da migração celular nas fases da lesão te cidual (Witte & Barbul, 1997) 

 

      Os macrófagos e neutrófilos possuem papel importante na injúria, pela sua 

atividade microbicida e fagocítica de modo a garantir não só a destruição de 

agentes infecciosos, mas promovendo a remoção de debris celulares que 

possam amplificar a inflamação e atrapalhar o processo de reparo do tecido. 

Entretanto, em modelos de lesão muscular já foi mostrado que neutrófilos 

podem promover dano muscular através da produção de moléculas citotóxicas 

e citolíticas (Tidball, 2005). Além da atividade fagocítica, os macrófagos 

secretam citocinas, fatores de crescimento e óxido nítrico (NO), agentes que 
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estão envolvidos em diversos processos necessários para o reparo em 

diferentes tecidos como por exemplo: pele, tecido muscular, fígado, endotélio e 

pulmão (Shi et al., 1997; Cowin et al., 1998; Oliveira et al., 2000; Sandler et al., 

2003; Park & Barbul, 2004).  

Citocinas e fatores de crescimento regulam a quimiotaxia e proliferação 

de fibroblastos, a síntese de colágeno e a angiogênese (Granstein et al., 1987; 

Gillery et al., 1992; Park & Barbul, 2004). A liberação de NO regula a formação 

de colágeno, a proliferação celular e a contração da lesão em modelos animais 

de reparo tecidual (Hesse et al., 2001; Witte & Barbul, 2002; Park & Barbul, 

2004). No músculo esquelético já foi mostrado que macrófagos são essenciais 

para desencadear o processo de regeneração após transplante de mioblastos 

(Lescaudron et al., 1999). Além disso, meio condicionado de cultura de 

macrófagos peritoneais pode aumentar a proliferação de mioblastos in vitro 

bem como o número de células expressando Myo-D. Entretanto os 

mecanismos envolvidos nesses processos não são claros (Tidball, 2005).  

 Células do sistema imune inato possuem mecanismos para integrar a 

resposta imune e reparo tecidual, incluindo uma variedade de receptores de 

superfície como “Toll” (TLRs) que reconhecem todas as classes de 

microorganismos invasores como também proteínas de choque térmico que 

são liberadas do tecido necrosado ou danificado. A ligação a tais receptores 

ativa a síntese de citocinas que amplificam a inflamação, aumentando a 

resposta a microorganismos e promovendo o reparo tecidual. Receptores Toll 

foram primeiramente descritos em drosófilas controlando o padrão dorso-

ventral nos embriões em desenvolvimento porém TLR de vertebrados possui 

efeitos além do reconhecimento imune (Mescher & Neff, 2005), isto porque a 
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via TLR de células imunes induz a expressão de muitos genes diretamente 

envolvidos no reparo tecidual, incluindometaloproteases, citocinas e fatores 

angiogênicos (Li et al., 2001). 

O papel dos linfócitos na inflamação e reparo tecidual é complexo e 

ainda pouco compreendido. Não existem evidências claras da participação 

direta de linfócitos B no reparo tecidual contudo imunoglobulinas reativas 

facilitam na remoção do tecido lesionado facilitando a fagocitose e/ou 

citotoxicidade por macrófagos (Casadevall & Pirofski, 2003; Park & Barbul, 

2004). Os linfócitos T podem participar do processo de reparo, tanto 

propiciando a melhora tecidual como amplificando a lesão, direcionando o 

processo para uma remodelagem não funcional, que é peculiar a cada tipo de 

tecido (Kovacs & DiPietro, 1994; Sandler et al., 2003). Ablação do timo em 

ratos aumenta a maturação de feridas e a produção de um colágeno mais 

fibroso com alto grau de hidroxilação (Barbul et al., 1982). Esse efeito é inibido 

por enxerto de timo na cavidade peritoneal. Camundongos nude atímicos, 

independentemente da linhagem de origem, produzem cicatrizes mais finas, 

quase indistinguíveis do tecido normal adjacente, associadas com a diminuição 

de células T CD8+ das lesões (Gawronska-Kozak et al., 2006). Neste sentido, 

Morrison e colaboradores mostraram que o acúmulo de colágeno intramuscular 

no camundongo mdx, modelo murino de distrofia muscular, é muito 

influenciado pela presença de linfócitos T (Morrison et al., 2000). 

      A contribuição de células T CD4+ no reparo tecidual seria principalmente 

pela secreção de citocinas. Durante a inflamação ou infecção, linfócitos T são 

polarizados em células efetoras Th1 e Th2 com perfis distintos de produção de 

citocinas. As chamadas citocinas Th1 incluem IFN-γ, IL-2, IL-12, IL-18 e 
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produzem imunidade celular por ativar células T citotóxicas, NK e macrófagos. 

Citocinas Th2, notadamente IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 estimulam uma resposta 

imune humoral. Vários autores sugerem que citocinas Th1 promovem 

regeneração da arquitetura do tecido normal, enquanto citocinas Th2 

favorecem a ativação de fibroblastos, produção de colágeno e fibrogênese 

(Sime & O'Reilly, 2001; Azouz et al., 2004). Essas citocinas podem ser 

produzidas também por outras células incluindo fibroblastos, macrófagos e 

mastócitos (Sime & O'Reilly, 2001). A influência do perfil de citocinas na 

indução de fibrose é evidente no modelo de lesão hepática, onde 

camundongos BALB/c com padrão Th2 apresentam intensa fibrose após lesão 

hepática ao contrário dos camundongos C57BL6 com padrão típico Th1, que 

apresentam menos fibrose. O envolvimento das citocinas na indução de fibrose 

foi mostrado pelo tratamento destes animais com anticorpos neutralizantes 

para IL-4 ou com IFN-γ exógeno resultando na atenuação da fibrose (Shi et al., 

1997). IFN-γ é um potente inibidor da proliferação de fibroblastos e da síntese 

de colágeno e também um regulador positivo da ação dos macrófagos (Shäffer 

& Barbul, 1998). IFN-γ inibe a sinalização do TGF-β1 que é um estimulador de 

fibrose, sendo assim, reduz a formação de fibrose e aumenta a cicatrização. 

Recentemente foi mostrado que a inoculação de IFN-γ reduz a fibrose e 

melhora o reparo do tecido muscular no modelo de lesão muscular lacerante 

(Foster et al., 2003). A remodelagem tecidual associada com padrão Th2 induz 

um aumento na produção de colágeno por vários mecanismos, contudo IL-13 

parece ser o mediador crucial através da estimulação da produção de TGF-β1 

por macrófagos. Outro mecanismo provável de ação de Th1 no reparo é 
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através da indução da expressão de iNOS em macrófagos, uma vez que regula 

a  produção de colágeno (Hesse et al., 2001). 

 TGF-β, citocina produzida principalmente por fibroblastos, algumas 

células epiteliais, macrófagos e linfócitos T é indiscutivelmente, o regulador de 

fibrose mais intensivamente estudado (Mescher & Neff, 2005). In vitro, o TGF-β 

é um potente quimioatraente para fibroblasto que estimula a síntese de 

colágeno e fibronectina (Shäffer & Barbul, 1998). Existem 3 isoformas de TGF-

β em mamíferos – TGF-β1, -β2 e β-3. A fibrose tecidual é principalmente 

atribuída a isoforma β1. TGF-β1 é uma citocina armazenada na forma inativa, 

como um homodímero que é não covalentemente acoplado a uma proteína 

associada à latência (LAP). A ligação da citocina aos seus receptores requer a 

dissociação do LAP, um processo catalisado por vários agentes, entre eles 

plasminogênio, trombospondina e MMPs (metaloproteases). Além da indução 

da produção de TGF-β1 latente, a IL-13 ativa TGF-β ao regular a expressão de 

MMPs que clivam o complexo TGFβ/LAP. No músculo, a cascata fibrogênica 

também é iniciada por TGF-β1 e recentemente foi mostrado que este induz 

células precursoras miogênicas a se diferenciarem em miofibroblastos no 

músculo lesado (Li et al., 2004). Sabe-se que o TGF-β inibe a diferenciação 

das células miogênicas e impede a expressão do MyoD (Tidball, 2005). O 

processo de fibrose é uma das etapas patológicas mais importantes da 

regeneração muscular. Acredita-se que a fibrose ocorra em resposta ao 

estímulo de mediadores inflamatórios como o TGF-β, que acelera a deposição 

e síntese da matriz extracelular mas inibe a sua degradação (Li et al., 2004). O 

aumento da expressão de TGF-β1 acarreta na diferenciação de mioblastos em 

células fibróticas mas o tratamento com decorina, um inibidor do TGF-β1, evita 
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esse processo (Li et al., 2004). O papel do TNF-α na lesão muscular e 

regeneração pode variar com o tipo, a gravidade, localização e estágio da 

lesão.(Tidball, 2005). Já foi visto que TNF-α  é capaz de inibir a síntese de 

colágeno e fibronectina pelos fibroblastos e diminuir a proliferação das células 

endoteliais (Shäffer & Barbul, 1998). TNF-α  também aumenta a proliferação e 

a agregação de mioblastos. Em contraste o TNF inibe a expressão dos fatores 

de transcrição MyoD e miogenina, que regulam a atividade de genes 

específicos como genes de proteínas de miofilamentos, e bloqueia a síntese de 

mRNAs de marcadores de diferenciação miogênicos como α-actina (Szalay et 

al., 1997). 

 Fibroblastos e outras células estruturais expressam o receptor de 

superfície CD40 e são por isto capazes de receber ativação adicional por 

CD40L na superfície de linfócitos T helper, mastócitos, basófilos eosinófilos e 

plaquetas. A sinalização via CD40 em fibroblastos ativa o fator de transcrição 

NF-κb que em fibroblastos estimula a síntese de citocinas adicionais, 

componentes da matriz extracelular (ECM) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2). COX-

2 em fibroblastos induz a produção de PGE2 (protraglandina E2). PGE2 além 

de estimular vários aspectos da inflamação como dor e febre também estimula 

a produção de citocinas Th2 promovendo a fibrose (revisado em Mescher & 

Neff, 2005) - ver Figura 9. 
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Figura 9 – Regulação do desenvolvimento de fibrose na lesão tecidual.  (Sime & O'Reilly, 

2001) 

 

 

1.6 METALOPROTEASES NA REGENERAÇÃO E REPARO DO TECI DO 

MUSCULAR 

Durante a degeneração e regeneração do músculo esquelético ocorre 

uma remodelagem da ECM. Esse processo é coordenado 

pelasmetaloproteases (MMP) e serino-proteases endopeptidases dependentes 

de íons Zn+2 e/ou Ca+2 com estrutura molecular composta por pelo menos de 

três domínios: um peptídeo sinal de aproximadamente 20 aminoácidos; um pro-

peptídeo que mantém a latência da proteína por possuir uma conformação 

específica entre cisteínas e um íon Zn+2 contendo aproximadamente 80 

aminoácidos e um sítio catalítico de aproximadamente 170 aminoácidos 

Injúria e inflamação 

Tipo I 

Tipo II 

Resolução 
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Fibrose e acúmulo de miofibroblastos 
Deposição de ECM 

Destruição da citoarquitetura 
Alteração de função 
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(Goldman et al., 2003). A expressão e atividade das MMPs são reguladas tanto 

ao nível de transcrição pelas citocinas e fatores de crescimento e a nível pós-

tradução, pela secreção dessas enzimas em formas latentes (pré-pró-MMP) e 

ativação de zimogênios (pró-MMP) por integrinas e proteases presentes tanto 

no meio extracelular como as associadas à membrana celular (Lafreniere et al., 

2004). Existe um balanço delicado entre a produção endógena de inibidores 

teciduais TIMPs (inibidores de MMP no tecido) e a produção de MMP no 

microambiente determinando a remodelagem fisiológica ou destruição 

patológica do tecido (Nagase et al., 2006). 

Existem cinco famílias demetaloproteases: as gelatinases, as 

colagenases, as estromelisinas, as metaloelastases e asmetaloproteases de 

membrana que são proteínas integrais de membrana. Sua ativação se dá em 

duas etapas. Primeiramente ocorre uma clivagem inicial por ativadores como 

citocinas, hormônios, fatores de crescimento e NO desestabilizando a 

coordenação entre o Zn+2 e as cisteínas, e em seguida ocorre uma clivagem 

final geralmente por outra MMP liberando o radical amino terminal da enzima 

madura (Johnson et al., 1998). 

Durante o processo inflamatório as MMPs são produzidas por quase 

todas as populações recrutadas, além estarem aumentadas nas células 

residentes como miofibras próximas a uma lesão e em progenitores como as 

células satélites (Kherif et al., 1999). As MMPs participam do processo 

inflamatório regulando a atividade das citocinas e quimiocinas e modulando a 

sua biodisponibilidade, uma vez que estas estão aderidas a matriz extracelular 

(Roach et al., 2002). Como exemplo podemos citar a MMP-2, que é capaz de 

clivar a quimiocina CCL7. A quimiocina clivada ainda é capaz de se ligar aos 
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seus receptores, porém perde sua capacidade quimiotática e atua como 

antagonista de todas quimiocinas que se ligam aos mesmos receptores que a 

CCL7. Por outro lado a MMP-8 quando cliva a quimiocina CXCL5 gera diversos 

peptídeos com ação quimiotática para neutrófilos (Parks et al., 2004).  

As MMP-9 (gelatinase A) e MMP-2 (gelatinase B) constituem as 

principaismetaloproteases envolvidas no reparo do tecido muscular (Kherif et 

al., 1999; Carmeli et al., 2004). A MMP-9 está associada com a migração de 

células inflamatórias e possivelmente à ativação de células satélites, enquanto 

a MMP-2 é constitutiva do tecido muscular, mas está aumentada durante o 

processo de regeneração muscular (Kherif et al., 1999). Em camundongos 

C57BL10 com lesão muscular induzida por cardiotoxina, a MMP-9 está muito 

aumentada durante o auge da inflamação com predomínio de macrófagos e 

neutrófilos (Kherif et al., 1999). A partir da segunda semana, os níveis de MMP-

9 diminuem e a MMP-2 atinge o máximo. A expressão de MMP-2, presente de 

forma constitutiva no tecido muscular, regula a integridade e composição da 

composição da ECM, e também a proliferação e diferenciação de mioblastos 

(revisado em (Carmeli et al., 2004). A participação de MMP-2 durante a fusão 

de mioblastos deve-se em parte à degradação de colágeno tipo IV como 

também outros componentes da membrana basal como a entactina (Kherif et 

al., 1999).  

 

 

1.7 MODELOS ANIMAIS DE INJÚRIA MUSCULAR 

      Os modelos animais de injúria muscular (mecânicos, físicos ou 

químicos) têm sido utilizados com o intuito de trazer uma melhor compreensão 
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na dinâmica da lesão e reparo do tecido muscular (Hawke & Garry, 2001). O 

modelo de lesão muscular pelo esmagamento é muito utilizado para estudar 

fatores que influenciam a fibrose. Outros modelos também muito utilizados são 

a denervação (Mussuni et al., 1987) e indução de lesão por congelamento 

(Creuzet et al., 1998). Para estudar o processo de regeneração muscular de 

forma controlada e reproduzível utilizam-se as miotoxinas, entre elas a 

cardiotoxina (CTX), notexina (NTX) e bupivacaína. Essas toxinas têm uma 

ampla gama de atividades biológicas, que não são completamente conhecidas. 

A cardiotoxina é um peptídeo extraído do veneno de cobra que induz a 

desorganização do sarcolema. NTX é uma fosfatase A2 neurotóxica também 

retirado do veneno de cobra que bloqueia a transmissão neuromuscular 

inibindo a liberação da acetilcolina. CTX induz uma forma bastante reproduzível 

de lesão muscular, porém ainda não são conhecidos os efeitos dessa toxina 

sobre os vários tipos de células musculares, incluindo as miogênicas 

progenitoras (Charge & Rudnicki, 2004).  

Bupivacaína, um anestésico muito utilizado em obstetrícia, induz um 

processo de regeneração muscular com etapas bem definidas de mionecrose e 

inflamação seguida de regeneração do tecido muscular. Neste modelo 

normalmente após 10 dias de indução da injúria ocorre estabilização da 

arquitetura tecidual (Hawke & Garry, 2001; Sandri, 2001; Charge & Rudnicki, 

2004). A regeneração rápida neste modelo é devido à preservação das células 

satélites, do suprimento sanguíneo e da inervação (Nonaka et al., 1983). A 

bupivacaina induz necrose, e em menor extensão, apoptose das miofibras pelo 

aumento de cálcio intracelular (Zink & Graf, 2004). As células satélites parecem 
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mais resistentes à ação lesiva da bupivacaína do que as células musculares 

maduras (Nonaka et al., 1983).  

Modelos de animais de laboratório com degeneração anormal devido a 

desregulação espontânea ou artificial de genes específicos também são de 

grande interesse. Por exemplo, o camundongo mdx é comumente usado como 

modelo animal da distrofia muscular de Duchenne (DMD) e como um modelo 

alternativo de degeneração para estudo do reparo muscular. Esses animais 

apresentam uma mutação no cromossoma X o que determina a não expressão 

de distrofina, uma proteína localizada internamente no sarcolema associada ao 

citoesqueleto, essencial para manter a integridade da fibra muscular. Os 

camundongos mdx apresentam miopatia inflamatória com ciclos de mionecrose 

e regeneração do tecido muscular (De la Porte et al., 1999). Ao contrário dos 

camundongos mdx, a doença é fatal nos humanos, sendo este modelo animal 

muito utilizado para estudar os fatores que influenciam a regeneração do tecido 

muscular. Existem ainda outros modelos com particularidades genéticas, onde 

se estuda a regeneração em camundongos deficientes de genes miogênicos 

como Pax7 e MyoD e transgênicos para fatores sistêmicos com influência no 

crescimento muscular como IGF-1 (Charge & Rudnicki, 2004).  
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2. OBJETIVOS  

 

2.1  OBJETIVO GERAL  

Analisar a influência do microambiente no processo de regeneração muscular 

em linhagens de camundongos com padrão de citocinas Th1 ou Th2 utilizando 

o modelo de indução de lesão muscular da bupivacaína.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÌFICOS 

 

• Comparar as alterações histológicas na área da lesão induzidas por 

bupivacaína entre as linhagens de camundongos BALB/c e C57. 

• Analisar a expressão de colágeno na lesão através da coloração 

especial de picrosirius 

• Caracterizar por imuno-histoquímica as células mononucleares do 

infiltrado celular presente na lesão.  

• Caracterizar por citometria de fluxo os subtipos de linfócitos nos 

linfonodos de drenagem do tecido muscular lesionado  

• Analisar a atividade das metaloproteases MMP-2 e MMP-9 no 

músculo lesionado pela técnica de zimografia 

• Analisar a expressão do mRNA para citocina TGF-β no músculo 

lesionado através da técnica de RT-PCR.  
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3. MATERIAL & MÉTODOS  
 

3.1 Animais  

Nos experimentos foram utilizados camundongos machos isogênicos na 

idade de 5 a 6 semanas das linhagens C57BL10, C57BL6, BALB/c. Os animais 

foram mantidos em ambiente refrigerado (20° C) e aclimatado com ciclo de 

iluminação 12:12 horas, no Biotério da Fundação Oswaldo Cruz e no Biotério 

de Patologia Celular do Instituto de Biologia da UFF. Os animais foram 

mantidos em gaiolas de prolipropileno forradas com maravalha peneirada e 

autoclavada recebendo ração Nuvital (Curitiba, Brasil), suplementação 

alimentar (farelo de trigo e semente de girassol) e vitamínica (Vitagold), água 

filtrada ad libitum.  

 

3.2  Indução da lesão muscular  

A lesão muscular foi induzida nos animais saudáveis pela inoculação de 

34µl de cloridato de bupivacaína a 0,5% diluído em salina estéril (Mussuni et 

al., 1987) no músculo Triceps brachii de ambos os membros. A inoculação foi 

realizada com seringa Hamilton de 100µL acoplada a dosador mecânico. Os 

grupos controle e sham foram submetidos às mesmas condições experimentais 

porém inoculados com PBS. Os animais foram sacrificados com vapor de CO2 

1, 4 , 8 e 12 dias após a indução de lesão. O músculo T.brachii foi processado 

adequadamente para realização das técnicas de histologia, imuno-
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histoquímica, zimografia, PCR e western blot e os linfonodos braquial e axilar 

para citometria de fluxo.  

 

3.3 Processamento histológico  

Para o processamento histológico os músculos foram fixados durante 24 

horas em formol tamponado Milloning a 10% pH 7,2. Os tecidos foram 

desidratados em soluções com concentração crescente de álcool etílico (70%, 

80%, 90%) num período de 60 minutos cada, passados 3 vezes em álcool 

absoluto e 3 vezes em Xilol (Reagen). A impregnação e inclusão em parafina 

(paraplast, Sigma, USA) foi efetuada em duas incubações durante 1 hora a 60 

°C. Os músculos foram clivados e incluídos transversalmente com as porções 

centrais do fragmento posicionadas mais externamente no bloco. Foram feitos 

em média 10 cortes de 5µm de espessura no micrótomo Spencer 820 

(American Optical, EUA) após chegar no nível da lesão muscular. Os cortes 

foram colocados em lâminas de microscopia desengorduradas e previamente 

filmadas com solução de glicerol-albumina (0,5%), mantidos em estufa a 37°C 

durante 12 horas e submetidos às colorações histológicas de hematoxilia-

eosina (HE), Picrosírius e Giemsa.  

 

3.4 Imuno-histoquímica 

O músculo T. brachii foi cuidadosamente removido, congelado em 

nitrogênio líquido e incluído em OCT (Sakura, EUA). Cortes de 5 µm de 

espessura foram colocados em lâminas desengorduradas e previamente 

filmadas com poli-L-lisina (Sigma Chem. Co, Mo, EUA). Após a fixação por 10 
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minutos em acetona a -20°C, os cortes foram mergulhados em solução de 

salina-fosfato tamponada (PBS pH 7,2) por 5 minutos. A inibição da peroxidase 

endógena foi feita com 3% peróxido de hidrogênio (Merck do Brasil) por 30 

minutos. Os cortes foram hidratados com PBS por 5 minutos e, posteriormente 

feito o bloqueio de antígenos inespecíficos incubando com PBS contendo 2% 

de albumina bovina (BSA fração V, Sigma Chem. Co., EUA) durante 30 

minutos a 37°C. A seguir os cortes foram incubados com os anticorpos 

primários diluídos em PBS (30µl) por 1 hora a 37° C  (ver tabela 1). Após três 

lavagens sucessivas de 5 minutos com PBS, os cortes foram incubados em 

câmara úmida com anticorpo secundário apropriado diluído em PBS (30µl) por 

uma hora à temperatura ambiente. Após novas lavagens com tampão PBS, a 

revelação da peroxidase foi feita com aminoetilcarbazol (AEC, Sigma Chem. 

Co., EUA) na presença de 3% de peróxido de hidrogênio (Merck do Brasil). 

Todos os cortes foram contra-corados suavemente com hematoxilina de Mayer 

por 2 minutos e montados em meio de montagem a base de gelatina. 

 

Tabela 1: Relação dos anticorpos monoclonais utilizados na imuno-hist oquímica. 

Anti-CD4.biotina rato Caltag 1/80 

Anti-CD8.biotina rato Caltag 1/80 

Anti-F4-80 rato Serotec 1/40 

Anti-Mac-1.biotina rato Pharmingen 1/30 

Anticorpos monoclonais Origem Fonte Diluição 
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3.5 Histomorfometria  

Nas lâminas com coloração para Picrosírius foi realizada a quantificação do 

percentual de área de depósito de colágeno por área de lesão com o programa 

Analisys (Soft Image System, Alemanha). Foram escolhidos 3 campos 

aleatórios em cada análise. 

 

3.6 Citometria de fluxo 

Os linfonodos braquiais e axilares dos camundongos controles, sham e 

inoculados foram cuidadosamente retirados e dissociados com o auxílio de 

pinças finas e tamiz de nylon em meio de cultivo RPMI 1640 (Sigma Chem. 

Co., EUA) contendo 2% de soro bovino fetal (Cultilab, São Paulo, Brasil). Após 

a determinação da celularidade através de contagem em câmara de Neubauer, 

106 células foram incubadas com PBS contendo 10% de soro normal de 

camundongo e 2% de soro bovino fetal durante 10 minutos para evitar ligações 

não específicas. A tripla marcação foi feita pela incubação das células com os 

anticorpos monoclonais na diluição apropriada previamente determinada 

(Tabela 2) durante 20 minutos a 4°C. As células foram então lavadas duas 

vezes em PBS contendo 2% de soro bovino fetal, recolhidas em tubos e 

fixadas em PBS contendo formol 1% e azida sódica 0,05% e analisadas num 

FACScalibur®  (Becton Dicknson, San Diego , EUA). A região de células vivas 

foi determinada usando os parâmetros de foward versus side scatter e foram 

coletados 10000 eventos em cada amostra. Para a análise dos dados foi 

utilizado o software Winiwind versão 2,8 (Scion Corporation, EUA).  
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Tabela 2: Relação dos anticorpos monoclonais utilizados na citometr ia de fluxo. 

Anticorpos monoclonais Fluorocromo Fonte Diluição 

Anti-CD3 Fitc Pharmingen 1/300 

Anti-B220 Fitc Pharmingen 1/400 

Anti-CD4 Pe Pharmingen 1/300 

Anti-CD8 Spectral red Southern 1/600 

Anti-CD25 Fitc Sigma 1/5 

Anti-CD62L Fitc Pharmingen 1/100 

Anti-CD44 Fitc Pharmingen 1/50 

 

3.7 RT-PCR 

3.7.1 Extração de RNA total 

O RNA total foi isolado pelo método de TRIzol ® Reagent (Invitrogen, 

CA, EUA). Os músculos foram homogeneizados na proporção de 50mg de 

tecido para 1000µl de Trizol e centrifugados a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C 

para remover o fragmento de tecido não dissolvido. Os sobrenadantes foram 

congelados a -20°C até o momento de uso. Após serem  descongelados, foi 

adicionado 200µl de uma solução de clorofórmio/ álcool isoamílico na 

proporção 24:1 (v:v) seguindo-se nova homogeneização. Após 10 minutos no 

gelo, a mistura foi centrifugada a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. A fase 

aquosa foi coletada e transferida para outro tubo contendo o mesmo volume de 

isopropanol (Merck do Brasil). As soluções foram agitadas até a 

homogeneização, armazenadas a -20°C por no mínimo 3 0 minutos e 
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centrifugadas novamente a 14.000 xg por 20 minutos a 4°C. O pellet foi lavado 

com 600µl de etanol gelado a 70% e submetido à nova centrifugação de 14.000 

xg por 15 minutos a 4°C. O RNA foi dissolvido em 15 µl de H2O livre de RNAse 

e estocado a -70°C. 

 

3.7.2 Eletroforese de RNA 

Após a extração do RNA total, a sua integridade foi verificada em gel 

desnaturante de agarose-formaldeído 1,2%. A amostra de RNA (5µl) foi diluída 

em 10µl de formamida (Merck do Brasil), 4µl de tampão MOPS 5X (Invitrogen, 

Brasil), 1,3µl de 37% formaldeído (Merck do Brasil), 1µl de (1µl/ml) brometo de 

etídio (Sigma Chem. Co., EUA) e 1µl de azul de bromofenol (Merck do Brasil), 

seguido de incubação por 10 minutos a 65°C. A mistu ra foi mantida no gelo até 

sua aplicação no gel. A corrida de eletroforese foi feita a 75V por 1 hora em 

cuba horizontal (Kodak, EUA). A integridade do RNA foi avaliada no 

transiluminador de luz ultravioleta observando-se a integridade das bandas de 

RNA ribossomal de 17 e 28S. A pureza e a concentração do RNA extraído foi 

determinada através de leitura em espectrofotômetro em comprimento de onda 

260 e 280nm. Considerando-se que 1 unidade de DO260 equivale a 40 µg/mL 

de RNA, foi realizado o cálculo da razão entre a DO em 260 e 280nm para 

estimar o grau de pureza do RNA total. Somente foi utilizado RNA com a razão 

entre 1,6 e 2,0. 
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3.7.3 Transcrição reversa do RNA e PCR 

Foi utilizado o kit SuperScrip One-Step com Platinum Taq (Gibco-BRL 

Life Tecnologies, NY, EUA), onde se realiza a produção do cDNA e o PCR 

concomitantemente. Em um tubo contendo 1µg de RNA foi adicionado 25 µl do 

Mix de reação 2x, 0,4 µl de MgSO4 a 50 mM, 1 µl da seqüência de 

oligonucleotídeos (primer) sense, 1 µl do primer anti-sense, 1 µl de 

RT/Platinum Taq Mix e completado o volume para 50 µl de água livre de 

RNAse (RF). As amostras foram colocadas no termociclador (Amersham, 

Inglaterra) a 50°C por 30min para síntese do cDNA e  a 94°C por 2 min para 

ativação da Taq e desnaturação do RNA/ cDNA. As amplificações foram 

realizadas em 30 ciclos: desnaturação 94°C por 15 s , anelamento 60°C por 30s 

e síntese em 72°C por 3 min. A extensão final foi f eita em 1 ciclo a 72°C por 10 

min. As amostras foram analisadas em gel de agarose 1,7% contendo 1 µg/ml 

de brometo de etídio e visualizadas no transiluminador, e o resultado expresso 

como razão TGF-β/gene constitutivo GAPDH.  

 

. Tabela 3: Lista de oligonucleotídeos: 

 Sense Antisense 

TGF-β CAAGGAGACGGAATACAGGGCT CGCACACAGCAGTTCTTCTCTGT 

GAPDH GGTGAAGGTCGGTGTGAACGGA TGTTAGTGGGGTCTCGCTCCTG 
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3.8 Zimografia 

3.8.1 Preparo do extrato tecidual 

Os músculos inoculados e controles foram coletados e imediatamente 

congelados e preservados em nitrogênio líquido (-165oC). Os músculos foram 

pesados e homogeneizados (1/10, p/v) em tampão de extração (100 mM Tris-

HCl, pH 7,6, 200mM NaCl, 100mM CaCl2 e 1% Triton X-100) à 4oC. Após a 

centrifugação (15.000 xg), o sobrenadante foi dividido em alíquotas de 100 µl, e 

a concentração protéica determinada utilizando-se uma curva padrão de 

albumina pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). A mesma quantidade de 

proteína total foi usada para zimografia (60 µg/poço). 

 

3.8.2 Gel para zimografia 

As zimografias foram executadas segundo protocolo previamente 

descrito (Heussen & Dowdle, 1980) em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 

7,5% contendo gelatina do tipo A de pele suína (Sigma Chem. Co, St. Louis, 

Mo. EUA) na concentração de 2 mg/mL e os géis de entrada poliacrilamida 5% 

(w/v). A eletroforese foi realizada com a concentração de 60µg de proteína para 

cada uma das amostras aplicadas nos géis a 165 Volts por um tempo médio de 

60 minutos (Power Pac 200 – Bio-Rad, EUA). Após a eletroforese os géis 

foram lavados duas vezes em 2.5% Triton X-100 para total remoção do SDS 

seguido de incubação a 37◦C em tampão contendo o substrato (10 mM Tris–

HCl buffer, pH 7.5, 5 mM CaCl2, ZnCl2 1µM ) por 24 horas. SDS é o agente 

responsável pela ativação das metaloproteases mesmo na forma inativa sem 

clivagem proteolítica (Talhouk et al., 1991). Os géis foram corados pelo 
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Coomassie blue R250 (Sigma Chem. Co, EUA) e descorados em solução 

descorante contendo 50% metanol, 10% ácido acético e 40% qsp de H2O. A 

atividade da gelatinase foi visualizada por bandas não marcadas em um fundo 

azul representando áreas de proteólise no substrato de proteína. As 

metaloproteases são secretadas na forma latente e necessitam da clivagem do 

terminal peptídico NH2 para ativação. A análise semiquantitativa foi feita 

usando o programa de análise de imagem (Scion Program National Institutes of 

Health, Image Program, EUA).  

 

3.9 Análise estatística 

Microsoft Excel software (Microsoft, EUA) foi usado para calcular 

médias e desvios padrões. O teste t de Student’s foi aplicado para acessar o 

nível de significância estatística das amostras.  
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4. RESULTADOS 
 
 

4.1 Análise histológica da lesão muscular    

 

 Os animais foram sacrificados 4, 8 e 12 dias após inoculação (dpi) de 

bupivacaína. Os músculos Triceps brachii foram processados e emblocados 

em parafina, posteriormente foram feitos cortes de 5 µm de espessura no 

micrótomo manual. Como colorações de estudo foram escolhidas o H-E pois 

permite evidenciar mais claramente a citoarquitetura e a nucleação da 

miofibra, e o Giemsa por evidenciar mais claramente as miofibras 

regenerando e o infiltrado inflamatório. Para cada grupo foram utilizados no 

mínimo 3 animais. 

A análise histológica do músculo esquelético dos camundongos 

BALB/c sacrificados no quarto dia após a inoculação (4dpi), mostrou 

grandes áreas de lesão com predomínio de células mononucleares no 

infiltrado inflamatório, mionecrose e perda da citoarquitetura normal da 

miofibra (Figura 10D). Os camundongos C57BL6 apresentaram infiltrado 

inflamatório mais intenso e menor alteração da citoarquitetura (Figura 10A). 

Pela coloração de Giemsa, podemos observar um grande número de 

miofibras regenerando evidenciadas pelo citoplasma basofílico e nucleação 

central principalmente nos camundongos C57BL6.  Inclusive, pode-se 

evidenciar nestes animais mioblastos se fusionando para formação de 

novas miofibras (Figura 11A). Em 8 dpi (Figura 10E e 11E) camundongos 

BALB/c apresentaram miofibras regenerando mas ainda com áreas de 

infiltrado inflamatório intenso, contudo em camundongos C57BL6 era 
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restrito. Em 12 dpi ambas as linhagens de camundongos apresentaram 

miofibras regenerando com nucleação central (Figura 10C, 10F, 11C, 11F). 

 



 40 

 

 
 
 

Figura 10 : Cinética da lesão muscular induzida por bupivacaína nas linhagens de 
camundongo  

Painel com fotomicrografias da lesão muscular corada por H-E em 4 (A, D), 8 (B, E) e 12 (C, F) 
dias após inoculação de bupivacaína nos camundongos C57BL6 (A, B, C) e BALB/c (D, E, F). 
Infiltrado inflamatório (seta), células musculares regenerando (setas largas). dpi (dias após 
inoculação)  
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Figura 11 : Painel com fotomicrografias da lesão muscular corada s pelo Giemsa 

Fotomicrografias da lesão muscular em 4 (A, D), 8 (B, E) e 12 (C, F) dias após inoculação de 
bupivacaína nos camundongos C57BL6 (A, B, C) e BALB/c (D, E, F). Infiltrado inflamatório 
(seta fina), células musculares regenerando (asterisco). Setas grossas indicam mioblastos com 
citoplasma basofílico circundando fibras musculares.  
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4.2 Alterações no microambiente da lesão muscular 

4.2.1 Coloração de picrosírius 

 
 Confirmadas as diferenças entre as lesões musculares nas diferentes 

linhagens passamos para um estudo mais minucioso das alterações 

observadas. Esse estudo é essencial para sabermos os possíveis 

mecanismos contribuindo para regeneração muscular. O primeiro fator 

abordado foi alteração do microambiente quanto à produção de colágeno. 

Este componente da matriz extracelular exerce papel importante durante o 

processo de reparo, influenciando na migração de leucócitos e no curso da 

regeneração, para uma resolução cicatricial ou mais fisiológica. Para 

visualização do colágeno escolhemos a coloração de picrosirius que marca 

em vermelho as fibras colágenas.  

A lesão muscular em 1dpi com bupivacaína mostrou uma expressão 

discreta de colágeno entre as fibras musculares tanto na linhagem C57BL6 

(Figura 12A) como BALB/c (Figura 12E), porém intenso depósito de 

colágeno próximo aos vasos no camundongo BALB/c (Figura 12E). Após 4 

dias de inoculação com bupivacaína essa diferença era bem evidente. 

Enquanto os camundongos C57BL6 (Figura 12B) apresentavam maior 

regeneração, com várias fibras com nucleação central e discreta deposição 

de colágeno, os camundongos BALB/c (Figura 12F) apresentavam grandes 

áreas com mionecrose e aumento na deposição de colágeno em relação ao 

ponto anterior.  



 43 

Em 8 (Figuras 12C e G) e 12 dpi (Figuras 12D e 12H) não foi 

encontrada diferença na expressão de colágeno entre as miofibras em duas 

linhagens 

A quantificação do colágeno utilizado o programa Analysis foi realizada 

somente dentro das áreas de lesão, evitando quantificar vasos e as fácias 

musculares. Os resultados apresentados na figura 13 mostram que em 1 dpi 

não existe diferença na média da expressão de colágeno. Contudo, 4dpi após 

inoculação (Figura 13B) foi observado que o percentual da área de lesão 

ocupada por colágeno no BALB/c era 5,2 vezes maior do que no camundongo 

C57BL6 (p<0,05).  
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Figura 12- Coloração de picrosírius da lesão muscular 

Fotomicrografias de Tríceps brachii coradas com picrosírius em 1 (A, E), 4 (B, F), 8 (C, G) e 12 
(D, H) dias após inoculação de bupivacaína nos camundongos C57BL6 (A, B, C, D) e BALB/c 
(E, F, G, H). As setas indicam expressão de colágeno na lesão e em torno dos vasos próximos 
a área de lesão. Barra = 0,1 mm; dpi: dias após inoculação. 
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Figura 13: Histomorfometria da área da lesão ocupada por colágeno. 
Representação gráfica da quantificação de colágeno pelo programa Analysis na lesão em 1 dpi 
(A) e 4 dpi (B). As barras representam a média e seu respectivo desvio padrão. Foram 
incluídos 3 animais por linhagem. A análise estatística foi baseada no teste t de Student sendo 
* p < 0,05.   
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4.2.2 Atividade de metaloproteases no músculo lesio nado 

  
Utilizamos a técnica de zimografia a fim de investigar a atividade da 

MMP-9 (100 kDa), pré-pró-MMP-2 (66 kDa), pro-MMP-2 (60 kDa) e a forma 

ativa da MMP-2 (55kDa). Foram coletados os músculos Triceps brachii  

inoculados com bupivacaína de camundongos C57BL6, C57BL10 e Balb/c 

após 1, 4 e 12 dpi. Semelhantemente ao encontrado anteriormente (Kheriff, 

1999), os animais controles de ambas as linhagens apresentaram atividade 

da pré-pró MMP-2 (MMP-2PP) e da pró-MMP-2 e nenhuma atividade da 

MMP-9. A forma ativa da MMP-2 não foi encontrada nas amostras de 

músculo dos animais controles e inoculados com bupivacaína, mas foi 

evidenciada em amostras de músculo de camundongo distrófico mdx 

utilizado como controle positivo (Figura 14A).  

 A atividade da MMP-9, normalmente associada com processo 

inflamatório, somente foi evidenciada nas lesões musculares em 1 dpi (figura 

14). Quando a atividade da MMP-9 foi comparada entre as linhagens 

verificou-se que C57BL10 apresentava um aumento de 3,8 vezes em relação 

ao BALB/c. A linhagem C57BL6 também apresentou níveis mais altos (2,5 

vezes) que o BALB/c, porém esta diferença não foi significativa (figura 15A).  

 A análise da atividade da pro-MMP2 mostrou atividade próxima a 

encontrada no grupo controle e sem diferença significativa entre as linhagens 

em 1 dpi, apesar de ser encontrado níveis mais altos no camundongo 

C57BL10. Após 4 dias de inoculação da bupivacaína, foi evidenciada maior 

atividade da MMP-2 pro em todas as linhagens em relação a 1 dpi, apesar da 

forma ativa não ter sido detectada (figura 15B). O estudo comparativo entre 
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as linhagens mostrou que os camundongos BALB/c apresentavam atividade 

1,1 vez menor que C57BL10. Entretanto foi observada uma diferença 

significativa entre as duas linhagens de C57, onde C57BL6 apresentava 1,6 

vezes (p<0.05) menos pró-MMP-2. Após 12 dias de induzida a lesão 

muscular, os níveis da pró-MMP2 diminuíram aproximando dos valores do 

camundongo controle. Entretanto os camundongos C57BL10 e C57BL6 

mantiveram níveis mais altos quando comparados com o BALB/c, apesar 

desta diferença não ser estatisticamente significativa (figura 15C). 
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Figura 14- Atividade de metaloproteases no músculo esquelético. 
Zimografia de músculo esquelético de camundongos controles e após 1 (A), 4 (B) e 12 (C) dias 
após inoculação de bupivacaína. B6 = C57BL6, B10 = C57BL10, BA = BALB/c, c = controle, i= 
inoculado com bupivacaína, mdx = camundongo distrófico. 
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Figura 15: Atividade das MMP-9 e MMP-2 pró no músculo esquelétic o  
Representação gráfica da quantificação da atividade das MMPs pelo programa Scion em 1 (A), 
4 (B) e 12 (C) dias após inoculação de bupivacaína. As barras representam a média e seu 
respectivo desvio padrão. Coluna vinho (C57BL6), amarela (C57BL10) e lilás (BALB/c). Foram 
incluídos 3 animais por linhagem. A análise estatística foi baseada no teste t de Student sendo 
significativo valores * p < 0,05. UA = unidade arbitrária. 
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4.3 Fenotipagem do Infiltrado Inflamatório 

 
 
 As células presentes no infiltrado inflamatório foram caracterizadas pela 

técnica de imuno-histoquímica. Utilizamos anticorpos monoclonais específicos 

para Mac-1 para evidenciar células mononucleares, F4-80 para macrófagos, 

CD4 e CD8 para os linfócitos T. Foram coletados os músculos Triceps brachii 

de camundongos C57BL6 e BALB/c inoculado com bupivacaína em 4 dpi por 

ser o ponto de maior infiltrado inflamatório. Foram realizados cortes de 5µm de 

espessura de músculos congelados e emblocados em substância 

criopreservante OCT.  

 Em 4 dias pós-inoculação não encontramos diferenças quanto aos tipos 

celulares presentes no infiltrado inflamatório entre as linhagens estudadas 

(Figura 16). A grande maioria das células presentes no infiltrado inflamatório 

expressou intensa marcação para Mac-1, um ótimo marcador de inflamação, 

expresso em níveis variados em vários tipos celulares como: macrófagos, 

neutrófilos e células dendríticas (Flotte et al, 1983, Springer et al, 1979). A 

marcação foi muito similar quando utilizamos o anticorpo F4-80 que é 

específico para macrófagos. Isto indica que macrófagos representam a maioria 

das células do infiltrado inflamatório nestes animais. Camundongos BALB/c 

apresentaram infiltrado inflamatório com menor quantidade de macrófagos que 

os camundongos C57BL6 (figura 16). Em contrapartida não observamos uma 

marcação expressiva para linfócitos T, tanto CD4+ quanto CD8+. Um dado já 

esperado porque esta é uma fase inicial e possivelmente essas células ainda 

não foram ativadas.  
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Figura 16: Fenotipagem das células do infiltrado inflamatório da lesã o muscular induzida 
por bupivacaína.  
Imuno-histoquímica para os antígenos Mac-1, F4-80, CD4 e CD8 na lesão muscular nos 
camundongos C57BL6 (A) e BALB/c (B). As setas evidenciam as células com imunomarcação 
positiva.  
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4.4 Fenotipagem do Linfonodo de Drenagem 

 
 
 Nesta etapa decidimos investigar se mesmo em um período inicial da 

lesão muscular ocorreria alguma interferência nos órgãos linfóides de 

drenagem muscular. Para isso coletamos os linfonodos axilar e braquial que 

fazem a drenagem do músculo Triceps brachii inoculado com bupivacaína e 

realizamos pela técnica de citometria de fluxo, a marcação para linfócitos B 

(B220), linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+. Além disto analisamos a 

expressão dos antígenos CD62L, CD44 e CD25 nas subpopulações de 

linfócitos T. 

 Os camundongos C57BL6 apresentaram celularidade significativamente 

maior que os camundongos C57BL10 e BALB/c (p<0,001 e 0,05 

respectivamente). Entretanto os animais BALB/c foram os únicos que 

apresentaram um aumento (1,9 vezes) significativo (p<0,05) entre os grupos 

sham e inoculados (Figura 17).  

 Com a finalidade de quantificar os subtipos de linfócitos T e B utilizamos 

a marcação com anticorpos específicos para B220 e CD3 respectivamente 

(Figura 18A). Não observamos diferença significativa no percentual de células 

marcadas entre os camundongos controle, sham e inoculados. Os 

camundongos BALB/c foram os únicos que apresentaram um aumento 

significativo do número absoluto de células B220+ e CD3+ talvez devido a 

maior celuraridade do linfonodo . 
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Figura 17: Celularidade dos linfonodos axilar e braquial 
 As barras representam a média e seu respectivo desvio padrão. Foram incluídos 3 animais por 
linhagem. A análise estatística foi baseada no teste t de Student sendo * p < 0,05, **p<0,001.   
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Figura 18: Análise por citometria de fluxo dos subtipos de linfócito s presentes nos 
linfonodos de drenagem em 4 dpi. 
Em A mostramos um histograma com perfil representativo da marcação para B220 e CD3 num 
camundongo C57BL6 inoculado com bupivacaína.  
 Os gráficos dos números relativos e absolutos da marcação de B220 e CD3 são mostrados 
nos painéis B e C respectivamente. As barras representam a média e seu respectivo desvio 
padrão. Foram incluídos 3 animais por linhagem. A análise estatística foi baseada no teste t de 
Student sendo * p < 0,05.  
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 Camundongos BALB/c inoculados com bupivacaína (Figura 19B) 

apresentaram aumento significativo (p<0,05) do percentual de linfócitos T 

CD4+. Camundongos sham inoculados também apresentaram um aumento no 

número relativo de linfócitos T CD4+. Não foi observada diferença significativa 

no número percentual de linfócitos T CD8+ entre o grupo dos animais 

inoculados e não inoculados em ambas as linhagens estudadas. 

 
Dentre os subtipos de linfócitos T CD4+ verificamos quais deles seriam 

CD62L+, CD44+ e CD25+ (Figuras 20 e 21). O antígeno CD62 é uma L-

selectina, presente principalmente em células virgens, CD25 é um receptor de 

alta afinidade de IL-2 e marcador de células ativadas e/ou regulatórias e CD44 

receptor de ácido araquidônico, um dos marcadores de células de memória. 

Não foi encontrada diferença significativa nos percentuais das células CD62L+ 

entre os grupos controle e inoculados (Figura 21). Entretanto o número 

absoluto de CD62L+ foi 1,4 vezes maior nos camundongos BALB/c inoculados 

com bupivacaína do que no controle não inoculado sugerindo um maior influxo 

de células virgens para o linfonodo dos camundongos BALB/c (Figura 21). Foi 

observado uma diminuição significativa (p<0,05) nos números relativos nas 

subpopulações de células CD44+ e CD25+ entre os grupos inoculados e não 

inoculados da linhagem BALB/c (Figura 21). Com relação às células CD8+ os 

únicos resultados que apresentaram um aumento significativo (p<0,05) foram 

para os linfócitos T CD8+CD62L+ dos camundongos BALB/c inoculados em 

relação ao grupo sham (Figuras 22 e 23). 
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Figura 19: Análise por citometria de fluxo dos subtipos de linfócit os T presentes nos 
linfonodos de drenagem em 4 dpi.  
A- mostra um perfil representativo da marcação para CD4 e CD8 dentro da população total no 
camundongo BALB/c inoculado (i) e controle não inoculado (c)  
Em B e C mostramos os gráficos dos números relativos e absolutos da marcação de CD4 e CD8 
respectivamente. As barras representam a média e seu respectivo desvio padrão.  Foram incluídos 3 
animais por linhagem. A análise estatística foi baseada no teste t de Student sendo * p < 0,05. As 
colunas azuis representam os animais controles, vinho os animais sham inoculados e em amarelo os 
animais inoculados com bupivacaína. 
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Figura 20: Perfis representativos da expressão de CD44 (A),  CD25 (B) e CD62L (C) 
nas células T CD4+ de camundongos BALB/c.  
C= controle não inoculado I = inoculado  
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Figura 21: Análise por citometria de fluxo da expressão dos antíge nos CD62L, 
CD44 e CD25 nas células CD4+.  
São mostrados os números relativos e absolutos da expressão de CD62L (A), CD44 
(B) e CD25 (C) As barras representam a média e seu respectivo desvio padrão. Foram 
incluídos 3 animais por linhagem. A análise estatística foi baseada no teste t de 
Student  sendo * p < 0,05. As colunas azuis representam os animais controles, vinho 
os animais sham inoculados e as amarelas os animais inoculados com bupivacaína. 
ND = não determinado. 
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Figura 22: Perfis representativos da expressão de CD62L, CD4 4 e CD25 nas 
células T CD8+ de camundongos C57BL6.  
C= controle não inoculado I = inoculado   
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Figura 23: Análise por citometria de fluxo da expressão dos antígen os CD62L, CD44 e 
CD25 nas células CD8+.  
São mostrados os números relativos e absolutos da expressão de CD62L (A), CD44 (B) e 
CD25 (C) As barras representam a média e seu respectivo desvio padrão. Foram incluídos 3 
animais por linhagem. A análise estatística foi baseada no teste t de Student sendo * p < 0,05. 
As colunas azuis representam os animais controles, vinho os animais sham inoculados e as 
amarelas os animais inoculados com bupivacaína. ND = não determinado. 
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4.5 Expressão de RNAm para TGF- β no músculo esquelético 

 
 
 Devido às alterações com relação a expressão de colágeno entre as 

linhagens resolvemos verificar a expressão de TGF-β pelo seu importante 

papel durante a fase de inflamação e reparo. Para isso coletamos com 1 dia 

após inoculação com bupivacaína os músculos Triceps brachii de 

camundongos das linhagens C57BL6 e BALB/c. Cada grupo foi formado por no 

mínimo três animais. A expressão do RNAm para TGF-β foi detectada por RT-

PCR e sua expressão foi calculada em relação à expressão de proteína 

constitutiva GAPDH. 

 Nossos resultados mostraram que em 1 dpi os camundongos C57BL10 

e C57BL6 apresentaram expressão de RNAm para TGF-β similar aos 

camundongos controles (figura 24). Com a quantificação (Figura 24C) 

observamos que os camundongos BALB/c, de perfil Th2 apresentavam uma 

expressão muito maior (2 vezes em relação ao controle pareado) após a 

inoculação de bupivacaína. Em 4 dpi, não encontramos a presença de RNAm 

para TGF-β (Figura 24B). 
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Figura  24: Expressão de RNA mensageiro para TGF- β no músculo esquelético.  
Na porção superior é mostrado um gel representativo da expressão de RNAm para TGF-β (T) e 
para o gene constitutivo GAPDH (G) no músculo esquelético após 1 (A) e 4 (B) dias da 
inoculação da bupivacaína. TGF-β = 260bp e GAPDH = 245bp. 
Em C, gráfico representativo da razão da expressão de TGF-β/GAPDH nos músculos 
inoculados com bupivacaína e nos músculos controles não inoculados. As barras representam 
a média de três animais e seu respectivo desvio padrão. 
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5. DISCUSSÃO  
 

O reparo tecidual é orquestrado por uma seqüência de eventos bioquímicos e 

celulares organizados de forma a restaurar a integridade tecidual após a lesão. 

A participação do sistema imune no reparo de feridas tem sido questionada 

pela seqüência de migração de neutrófilos, macrófagos e linfócitos (Park & 

Barbul, 2004). O estudo em camundongos imunodeficientes tem mostrado que 

a participação dos componentes do sistema imune vai além da proteção dos 

tecidos lesionados contra possíveis infecções, reforçando sua participação na 

manutenção e reparo pela secreção de citocinas e fatores de crescimento 

(Park & Barbul, 2004; Gawronska-Kozak et al., 2006). Este trabalho teve como 

objetivo estudar a lesão muscular induzida pela bupivacaína em camundongos 

apresentando padrão divergente (Th1, Th2) de produção de citocinas. O 

modelo de lesão muscular induzida pela bupivacaína é muito utilizado para se 

estudar as diferentes fases do reparo muscular, porque a lesão é autolimitada e 

permite a regeneração do tecido muscular (Sandri, 2001; Charge & Rudnicki, 

2004). 

 A imunidade inata não específica é um mecanismo imediato importante 

caracterizado pela participação de leucócitos (tais como neutrófilos, 

macrófagos, monócitos, plaquetas) e seus mediadores. A resposta imune 

adaptativa é mais específica e duradoura podendo ser classificada em perfil 

Th1 e Th2, baseada na secreção de citocinas (Mosmann et al., 1986). Nas 

células do tipo Th2 predominam as interleucinas 4, 5 e 13, que favorecem a 

produção de anticorpos pelos linfócitos B e a síntese de colágeno pelos 
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fibroblastos. Em contrapartida as células do tipo Th1 secretam grandes 

quantidades de interferon γ e ativam produção de citocinas com atividade pró-

inflamatória. Os dois tipos de resposta não agem isoladamente, o equilíbrio na 

produção das citocinas do tipo Th1 e Th2 é influenciado pelo padrão genético 

do indivíduo e também pelo microambiente, de modo que alterações nas 

respostas Th1 e Th2 contribuem para a patogênese de diversas infecções, 

respostas alérgicas e doenças autoimunes (Wynn, 2004).  

Camundongos C57BL6 e BALB/c, com padrão genético imune distinto 

quanto à produção de citocinas Th1 ou Th2, apresentam fenótipo de resistência 

ou suscetibilidade à infecção e uma cinética de remodelagem tecidual diferente 

(Hsieh et al., 1995; Mills et al., 2000; Yu et al., 2006). Os linfócitos T dos 

camundongos C57BL6 produzem preferencialmente citocinas do tipo Th1 com 

mais interferon-γ e pouco interleucina 4 enquanto no BALB/c ocorre uma maior 

produção de citocinas do perfil Th2 (Yu et al., 2006). Neste trabalho, na 

coloração por HE e no Giemsa, as lesões se apresentaram de forma distintas 

entre as duas linhagens, sobretudo no quarto dia pós-inoculação. 

Camundongos da linhagem BALB/c (padrão Th2) apresentaram lesões com 

maior predomínio de mionecrose do que camundongos C57BL6 e C57BL10 

(padrão Th1). Fatores do microambiente poderiam estar protegendo da 

necrose muscular intensa nos camundongos C57BL10, talvez devido à 

presença in situ de fatores tróficos controlando também o estresse oxidativo. 

Neste sentido foi relatado que um paciente com distrofia muscular de Becker e 

artrite apresentava diminuição da enzima creatina quinase associada com o 

aumento da produção de citocinas inflamatórias durante as crises de 

agudização da artrite (Maegaki et al., 1999). Em outros modelos de reparo 
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tecidual, como no sistema nervoso, tem sido mostrado que citocinas 

produzidas por linfócitos são capazes de induzir proteção da degeneração 

secundária de neurônios durante a fase do desenvolvimento e após indução de 

lesão (Otten & Gadient, 1995; Schwartz & Moalem, 2001; Barouch & Schwartz, 

2002). Uma outra possibilidade está relacionada ao fato que a capacidade de 

gerar respostas Th1 ou Th2 não é somente dependente de linfócitos T (Mills et 

al., 2000). Neste sentido, foi visto que após estimulo com LPS, macrófagos dos 

camundongos C57BL6 produzem maiores níveis de TNF-α e interleucina 12 do 

que os de camundongos BALB/c. A maior produção de IL-12 aumenta os níveis 

de IFN-γ e diminui a produção de IL-13 por linfócitos T CD4+. Além disso, 

macrófagos de C57BL6 produzem mais enzimas lisossomais e óxido nítrico 

(Watanabe et al., 2004). 

A análise das alterações no microambiente mostrou que os 

camundongos BALB/c apresentaram maior deposição de colágeno em todas as 

fases analisadas. No quarto dia pós-inoculação, o percentual da área de lesão 

ocupada por colágeno era 5,2 vezes maior no camundongo BALB/c em relação 

ao camundongo C57BL6. A influência do perfil de citocinas na indução de 

fibrose é evidente no modelo de lesão hepática, onde camundongos BALB/c 

com padrão Th2 apresentam intensa fibrose ao contrário dos camundongos 

C57BL6 com padrão típico Th1, que apresentam menos fibrose. O 

envolvimento das citocinas na indução de fibrose foi mostrado pelo tratamento 

destes animais com anticorpos neutralizantes para IL-4 ou com IFN-γ exógeno 

resultando na atenuação da fibrose (Shi et al., 1997). Recentemente, foi 

mostrado que a remodelagem do músculo cardíaco em resposta a hipertensão 
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também está relacionado com camundongos predispostos ao padrão Th1 ou 

Th2 (Yu et al., 2006).    

Os principais produtores de componentes estruturais da matriz 

extracelular são os fibroblastos, atualmente reconhecidos como os maiores 

reguladores da inflamação. Existem três mecanismos principais envolvidos no 

controle da atividade local dos fibroblastos durante a inflamação e 

regeneração. As citocinas produzidas pelos subtipos de linfócito Th auxiliar 

também podem ser sintetizadas por fibroblastos, macrófagos e mastócitos no 

sítio da lesão. Os próprios fibroblastos são alvo de vários fatores e a natureza 

das citocinas vai definir a proporção entre reparo e fibrose. As citocinas do tipo 

Th1 geralmente promovem regeneração normal do tecido enquanto as do tipo 

Th2 levam a ativação de fibroblastos, produção de colágeno e fibrose (Mescher 

& Neff, 2005). Dentre as citocinas secretadas durante a resposta do tipo Th2 as 

IL-4, IL-13 e o TGF-β são as maiores responsáveis pela fibrogênese (Wynn, 

2004). As alterações no microambiente da lesão muscular nas linhagens 

C57BL6 e BALB/c foram condizentes com o perfil de citocinas produzidos por 

estas linhagens bem como pela expressão duas vezes maior de RNAm para 

TGF-β nos camundongos BALB/c. A atividade de TGF-β1 também pode ser 

regulada pela liberação de TGF ativo da forma latente por vários fatores como: 

plasminogênio, trombospondina e metaloproteases (Wynn, 2004). Sabendo-se 

que o TGF-β inibe a diferenciação das células miogênicas, acelera a deposição 

e síntese da matriz extracelular (ECM) e inibe a degradação da mesma (Li et 

al., 2004; Tidball, 2005), podemos sugerir que TGF-β possua participação 

fundamental nas alterações observadas nos camundongos BALB/c. TGF-β1 
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está aumentado em vários tecidos lesionados sendo liberado principalmente 

por linfócitos, células do parênquima local e miofibroblastos (Li et al., 2004).  

A remodelagem da ECM durante a degeneração e regeneração do 

músculo esquelético sugere uma alta regulação da atividade de degradação da 

matriz durante a regeneração muscular (Carmeli et al., 2004). Nos 

camundongos C57BL10 com lesão muscular induzida por cardiotoxina, a MMP-

9 está muito aumentada durante os primeiros três dias após a inoculação, 

correspondendo ao pico da inflamação, causada em parte pela presença de 

macrófagos e neutrófilos (Kherif et al., 1999). As células satélites ativadas 

presentes na periferia do sítio de injúria são outra possível fonte de MMP-9 

(Roach et al., 2002). Neste trabalho mostramos que na fase mais aguda da 

inflamação, os camundongos com perfil Th1 (C57) apresentaram maior 

expressão de MMP9, associada à maior degradação de componentes da 

matriz, facilitando o trânsito de componentes inflamatórios e “limpeza” dos 

debris. Isto está condizente com o maior infiltrado inflamatório e menor 

deposição de colágeno evidenciado na histologia nos camundongos C57BL6 e 

C57BL10. Após o quarto dia da inoculação de bupivacaína, os níveis de MMP-

9 diminuíram e a pró-MMP-2 atingiu o auge de sua expressão, talvez pela 

necessidade da degradação do colágeno tipo IV e outros componentes da 

membrana basal e a estimulação de células satélites, via fatores de 

crescimento que são liberados durante o processo (Kherif et al., 1999). 

Camundongos mdx, modelo murino da distrofia muscular de Duchenne, 

expressam níveis basais da MMP-9 de forma constante, e a MMP-2 está 

regulada positivamente tanto na sua forma latente (60kDa) e ativa (55kDa). A 

presença da forma ativa da MMP-2 sugere um desequilíbrio entre a produção 



 69 

demetaloprotease e seu inibidor (Kherif et al., 1999). A MMP-2 ativa não foi 

encontrada no modelo de lesão muscular por bupivacaína possivelmente pelo 

tamanho reduzido da lesão. 

 A resposta inflamatória e imunológica além de ajudar na eliminação dos 

tecidos danificados é essencial para iniciar o reparo tecidual, inclusive 

favorecendo o transplante de mioblastos (Shäffer & Barbul, 1998; Sicard, 2002; 

Henry & Garner, 2003; Prisk & Huard, 2003). Devido a isto, foram realizadas 

marcações por imuno-histoquímica para a caracterização das células do 

infiltrado inflamatório. Em ambas as linhagens de camundongos estudadas a 

presença de linfócitos T foi muito escassa na área de lesão muscular. A grande 

maioria das células foram macrófagos, entretanto camundongos BALB/c 

apresentaram infiltrado inflamatório com menor quantidade de macrófagos que 

os camundongos C57BL6. A regeneração muscular é mais lenta em animais 

mais velhos coincidindo com a diminuição de células fagocíticas e inflamatórias 

como também em linhagens com menor proporção de fagocitose e remoção de 

debris celulares (Tidball, 2005). Tratamento de cobaias com soro anti-

macrófagos e esteróides para total retirada de monócitos circulantes causou 

piora na cicatrização (Park & Barbul, 2004). A resposta imune inata difere entre 

linhagens de camundongos com resposta imune dominante Th1 e Th2. 

Macrófagos de camundongos BALB/c apresentam menor atividade bactericida 

e menor produção de citocinas como IL-12 em relação ao C57BL6  (Watanabe 

et al., 2004).  

O papel dos macrófagos durante a lesão e a remodelagem é complexo, 

por serem ricas fontes de diversos fatores de crescimento e citocinas, grandes 

produtores de espécies reativas de oxigênio. Eles também são células 
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apresentadoras de antígenos por isso também regulam a resposta imune 

celular. A depleção de macrófagos em camundongos distróficos mdx resulta 

em uma diminuição de 80% na lise da membrana muscular in vivo (Tidball, 

2005). A ablação de macrófagos e monócitos pela irradiação também prejudica 

a regeneração muscular pós transplante de células miogênicas. Macrófagos 

fagocitam e removem debris tissulares e células mortas, inclusive neutrófilos 

presentes inicialmente na lesão, preparando o ambiente para a formação de 

uma nova ECM. Ao mesmo tempo essas células também secretam citocinas 

com atividade mitogênica e angiogênica promovendo o reparo do tecido. Meio 

condicionado de macrófagos peritoneais induz proliferação de mioblasto in vitro 

assim como a maior expressão de MyoD. Além disto, óxido nítrico (NO) pode 

ser um importante regulador da inflamação e lesão causada por células 

inflamatórias, reduzindo a lise de células musculares, a concentração de 

superóxido no meio e a expressão de moléculas de adesão no endotélio 

vascular (Mills et al., 2000).  

Camundongos BALB/c apresentaram um aumento da celularidade nos 

linfonodos de drenagem e um aumento do percentual de células T CD4+ 

expressando CD62L sugerindo aumento do influxo de células do tipo virgem, 

possivelmente por maior ativação das HEV. Diferenças nas respostas 

imunológicas e inflamatórias entre reparo e regeneração parece direcionar o 

curso da resolução de uma injúria tecidual. Linfócitos T, principalmente CD8+ 

estão associados com fibrose e formação de cicatriz hipertrófica (Castagnoli et 

al., 1997; Morrison et al., 2000). Além disso, camundongos nude, 

independentemente do seu padrão genético, apresentam uma capacidade 
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aumentada de reparo com cicatrizes mais finas e quase indistinguíveis dos 

tecidos adjacentes (Gawronska-Kozak et al., 2006).  
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6. CONCLUSÕES  
 

A compreensão dos processos regulatórios que medeiam a remodelagem 

muscular pode contribuir para o surgimento de estratégias adequadas nas 

lesões musculares. Em conjunto este trabalho mostra que: 

 

� A indução de lesão muscular pelo modelo da bupivacaína causou nos 

camundongos C57 com perfil de citocinas Th1 uma lesão muscular com 

predomínio de miofibras regenerando e macrófagos enquanto 

camundongos BALB/c (perfil Th2) apresentaram áreas extensas com 

mionecrose. 

 

� Camundongos BALB/c apresentaram maior deposição de colágeno na 

lesão muscular associado com menor atividade de MMP-9 em relação aos 

camundongos C57BL10 e C57BL6. A produção de RNAm para TGF-β 

também estava aumentada nos camundongos BALB/c sugerindo maior 

indução de fibrose nestes animais. 

 

� Este trabalho mostra que camundongos com distinto padrão imune de 

citocinas Th1 e Th2 apresentam diferentes remodelagens do tecido 

muscular esquelético após inoculação de bupivacaína. Neste contexto, 

camundongos C57BL6 e BALB/c são bons modelos respectivamente para o 

estudo da regeneração e fibrose do músculo esquelético.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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