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RESUMO

O camundongo mdx, modelo animal da distrofia muscular de Duchenne,
desenvolve uma miopatia inflamatoria recessiva ligada ao cromossoma X,
caracterizada por degeneracdo das miofibras esqueléticas e substituicdo por tecido
conjuntivo. O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma relacdo entre as
peculiaridades da cavidade peritoneal com o perfil distinto de remodelagem do
diafragma. Foram realizados experimentos ex vivo pareados, com camundongos
machos e fémeas mdx distroficos e controle C57BL/10 né&o distrofico com diferentes
idades. Os musculos (diafragma, gastrocnémio), o lavado peritoneal e o omento
foram processados para analise morfoldgica, imunohistoquimica, determinacdo da
atividade da metaloproteinase e citometria de fluxo para identificacdo de
progenitores e perfil fenotipico das populacdes linfocitarias presentes no
microambiente da cavidade peritoneal e do omento. A omentectomia foi utilizada
como estratégia para determinar a possivel influéncia do omento na remodelagem
tecidual. O diafragma do camundongo mdx apresentou infiltrado inflamatério intenso
em 5 semanas e 12 semanas, mas intensa atividade das metaloproteinases -2 e -9
em 12 semanas e predominante regeneracdo das miofibras nos animais com 24
semanas. O omento do mdx apresentou-se ativado como evidenciado pela maior
area ocupada por milk spot, organizacdo estrutural semelhante a 6rgaos linféides,
inclusive com formacédo de foliculos com centros germinativos e grupos de células
fortemente marcadas para o fator de crescimento de fibroblastos FGF-2 a partir de
12 semanas. As principais células mononucleares presentes no omento do mdx
eram linfécitos B, TCD4", TCD8" e mastdcitos, sendo a celularidade mais
proeminente nas fémeas com 24 semanas. A quantidade total de mastocitos no
omento foi menor nas fémeas mdx em todas as idades analisadas em relacdo aos
machos mdx. O lavado peritonial do camundongo mdx apresentou celularidade
elevada formada de linfocitos T CD4", CD8" e células NKT. Camundongos mdx com
12 semanas, no periodo antecedendo a regeneracdo do diafragma, apresentaram
aumento de células Sca-1"B220"ckit e Sca-1"B220°ckit no omento e peritdnio. A
omentectomia no camundongo distréfico afetou profundamente a atividade das
metaloproteinases no diafragma, no peritbnio e no muasculo gastrocnémio. Os
resultados mostram uma persistente ativagcdo do omento e uma possivel indicacédo
de sua importancia influenciando a inflamacéo, regeneracdo e remodelagem
muscular, em especial dos musculos diafragma e gastrocnémio do camundongo com
distrofia muscular de Duchenne.
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ABSTRACT

Mdx mice, used as a murine model of Duchenne muscular dystrophy, develop a
recessive  X-linked inflammatory myopathy characterized by progressive
degeneration of skeletal muscle fibers and replacement by connective tissue. The
present work aimed to establish a relationchip between inherent aspects of the
peritoneal cavity with the distinct remodeling pattern of diaphragm skeletal muscle.
Ex vivo experiments were carried out with male and female mdx dystrophic and
paired control nondystrophic C57BL10 at different ages for analysis of skeletal
muscles (diaphragm, gastrocnemius), peritoneal lavage fluid and omentum. Tissues
were adequately processed for morphological and immunohistochemistry analysis
and metalloproteinase activity. Flow cytometry was performed for identification of
progenitors and phenotype characterization of lymphoid cells present within the
microenvironment of peritoneal cavity and omentum. Omentectomy was perfomed to
assess the possible influence of the omentum upon tissue remodeling. Diaphragm
from mdx mice with 5 and 12 weeks-old (wk) had marked inflammatory infiltration, but
increased metalloproteinase -2 amd -9 activity at 12 wk and predominant
regeneration at 24 wk. Omentum from mdx mice presented features characteristics of
activation, such as large areas with milk spot formation, structural organization similar
to classic lymphoid organs including follicles, germinative centers and many cells with
strong immunolabeling for the fibroblast growth factor FGF-2 at 12 wk. Mononuclear
cells present in the mdx omento were mainly B lymphocytes, TCD4+, TCD8+ and
mast cells. Females mdx mice at 24wk, showed increased cellularity in comparison
with males mdx mice. Omentum of females mdx mice had less mast cells than age-
matched males mdx. Peritoneal lavage fluid of mdx mice had higher percentage of T
CD4", CD8" and NKT lymphocytes. Mdx mice with 12 wk, in the period previous to
regeneration of diaphragm muscle, showed increased numbers of Sca-1"B220"ckit
e Sca-1'B220°ckit” in the omento and peritoneal fluid. Omentectomy of mdx mice
markedly altered the activity of metalloproteinase in the diaphragm, peritoneal fluid
and gastrocnemius skeletal muscle. Altogether the results indicate that persistent
activation of the mdx omento during different ages of the myopathy might exert an
important influence upon the physiopathology of muscular inflammation, regeneration
and tissue remodeling of the diaphragm and gastrocnemius skeletal muscles of mice
with Duchenne muscular dystrophy.



1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas gerais das distrofias musculares

As distrofias musculares constituem um grupo heterogéneo de doencas
genéticas que determinam uma continua perda de fibras musculares decorrentes da
delecdo e/ou mutacdo de proteinas estruturais podendo levar a efeitos sistémicos
(Wallace e Mcnally, 2008). Em geral, as mutacfes que geram distrofias estdo de
alguma forma relacionadas com a organizacdo do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina (DGC), localizado na por¢ao interna do sarcolema (Figura 1).
O complexo DGC composto principalmente por distroglicanas, distrobrevina,
sintrofinas, sarcospanas e sarcoglicanas a, B, y, ® € considerado essencial para a
manutencdo da funcdo muscular, porque promove interacdo entre o citoesqueleto e
a matriz extracelular (Vachon, Loechel et al., 1996). Na auséncia de uma dessas
proteinas, o estresse mecéanico associado a contragdo muscular causa degeneracao
progressiva das fibras musculares.

Distrofia muscular de Duchenne (DMD), causada pela delecao e / ou mutagao

da distrofina, é a forma mais comum e grave de distrofia que acomete 1 a cada



3500 meninos nascidos vivos. Ja a distrofia muscular de Becker, uma variante mais
branda, é causada por mutacdes em regides do gene sem comprometimento total da
molécula, mas com reducdo na quantidade ou tamanho da distrofina (Nowak e
Davies, 2004). Mutagdes na laminina a2 ou (Rooney, Welser et al., 2006; Wallace e
Mcnally, 2008) glicosil-transferases e proteinas associadas ao complexo de Golgi
como a fukutina e a proteina LARGE-1(Like Acetylglucosaminyltransferase) causam
a distrofia muscular congénita (CMD) ao romper a interagcdo da laminina ao
complexo DGC (Grewal e Hewitt, 2003; Percival e Froehner, 2007; Muntoni, Torelli et
al., 2008). Muitas das mutacdes nos genes do complexo DGC afetam a musculatura
dos membros e tronco proximal sendo denominadas de distrofias musculares da
cintura e membros (LGMD). Elas podem estar relacionadas a multiplas mutacdes no
complexo sarcoglicana como também delecdes em sistemas de reparo de
membrana. Mutacdes na disferlina, parte integrante desse sistema, torna o
sarcolema incapaz de suportar o estresse fisiolégico submetido nas fibras
musculares (Hernandez-Deviez, Martin et al., 2006; Tidball e Wehling-Henricks,
2007a; Wallace e Mcnally, 2008).

Além das distrofias associadas ao complexo DGC existem distrofias
associadas a moléculas importantes para a manutencdo da integridade da
membrana nuclear como na distrofia muscular de Emery Dreifuss (Wallace e
Mcnally, 2008) e delecdes no gene responsavel pela expressao de colageno tipo 1V,
importante componente da lamina basal das fibras musculares, como na miopatia de
Bethlem (Bernardi e Bonaldo, 2008). O sistema imunolégico também pode estar
associado com distrofias musculares como na dermatomiosite onde ocorre ativagéo
do sistema imune para antigenos da pele e musculo (Brunelli e Rovere-Querini,

2008).



Radicais livres ]
Fissuras na

membrana

Laminina

)
»
.

Sarcospana 'IF * Sintrofina

Degradagdo =
. Proteica
-actina

¥ * Oxidagdo da Recrutamento
* membrana de
* macroéfagos

Distrofina Distrobrevinas

Figura 1- Complexo de distroglicanas e sarcoglicanas e mecanismos envolvidos na
DMD.
(Wallace e Mcnally, 2008).

1.1.1. Distrofia muscular de Duchenne

O sequenciamento e clonagem completa do gene DMD mostrou que mais de
50% da mutacdo em humanos é caracterizada por extensa delecdo no locus Xp21
resultando na ndo expressédo da isoforma 427-kDa da distrofina e/ou form¢ao de
uma proteina ndo funcional com 1/3 do tamanho normal (Kapsa, Kornberg et al.,
2003). Esta isoforma esta presente normalmente em fibras musculares esqueléticas
e em outros tipos celulares como, por exemplo, em algumas populacdes neuronais
(Blake, Weir et al.,, 2002; Ehmsen, Poon et al., 2002). A grande complexidade do

gene da distrofina propicia uma alta taxa de novas mutacdes, delecbes ou



duplicacdes génicas que sdo evidenciadas em um ter¢co dos pacientes com DMD
(Hoffman, 1996).

Alguns pacientes com DMD apresentam retardo mental, porém a principal
alteracao clinica é fraqueza muscular evidente inicialmente por volta de 3 a 5 anos,
nos mauasculos da cintura pélvica e posteriormente nos musculos da cintura
escapular. A perda da capacidade de deambular ocorre entre oito a dez anos de
idade, havendo a necessidade do uso de cadeira de rodas. A substituicdo do tecido
muscular por tecido conjuntivo e adiposo causa pseudo-hipertrofia dos musculos
afetados. A evolucdo para o Obito ocorre em torno da segunda década de vida,
geralmente devido a insuficiéncia cardiaca ou respiratéria (Anderson, Head et al.,
2002; Jejurikar e Kuzon, 2003). As caracteristicas histoldégicas do musculo distréfico
no inicio da doenca sdo os inumeros focos de mionecrose, intenso infiltrado
inflamatorio, miofibras hipertréficas com tamanhos variados e altos niveis de creatina
quinase no soro. Os ciclos repetidos de degeneracdo e regeneracdo esgotam a
capacidade regenerativa das células satélites levando a substituicdo progressiva do
tecido muscular contratil por tecido fibroso (Collins e Morgan, 2003; Wallace e
Mcnally, 2008). As miofibras também apresentam sarcoplasma grosseiramente
granular e vacuolizado com fragmentacao e nucleacao central.

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da DMD ainda continuam pouco
compreendidos, sabe-se que a auséncia da distrofina gera instabilidade na
membrana acarretando numerosas fissuras e aumento no influxo de ions Ca*?
atingindo niveis toxicos (Figura 1). A desestruturacdo do citoesqueleto também
acarreta numa desorganizacdo dos receptores na membrana alterando os
gradientes de Ca*? e outros fons (Grounds, 2008; Wallace e Mcnally, 2008) Outra

possibilidade seria uma diminuicdo de NOS (oxido nitrico sintase) que esta



diretamente ancorado nas sintrofinas do complexo DGC, levando a alteracdo na
producdo de NO (oxido nitrico), determinando alteracdo no tdnus vascular e
aumento no estresse oxidativo (Tidball e Wehling-Henricks, 2007b). Isto, juntamente
com altos niveis de Ca'® levaria a alteracdes importantes na funcdo das
mitocondrias e ativacdo da via mitocondrial de apoptose (Kuo, Zhu et al., 2002;
Wallace e Mcnally, 2008). Algumas evidéncias apontam para desorganizacdo na
distribuicdo de complexos de Golgi nas miofibras distroficas, o que determinaria
alteracdo do padrdo de glicosilacdo do complexo de distroglicanas (Percival e
Froehner, 2007; Bernardi e Bonaldo, 2008). Uma outra hipétese seria uma resposta
autoimune mediada por linfécitos CD4" e CD8" agravando o processo (Spencer,
Montecino-Rodriguez et al., 2001; Spencer e Tidball, 2001; Wagner, 2008).

Até 0 momento ndo existe uma terapia curativa para os pacientes com DMD,
no entanto, novas estratégias de tratamento alteraram o0 curso da doenca
aumentando a expectativa de vida dos pacientes que agora ultrapassa a segunda
década de vida (Skuk, Vilguin et al., 2002; Wagner, Lechtzin et al., 2007; Wagner,
2008). A terapia génica somatica com mioblastos transfectados com o gene da
distrofina surgiu como uma esperanca para o tratamento da DMD. Contudo, existem
varias dificuldades nesse tipo de tratamento, como a obtencdo de um vetor
apropriado para um gene tdo grande como o da distrofina, a expressao limitada de
distrofina numa pequena area proxima a inoculagao e a meia-vida curta do mioblasto
transfectado (Howell, 1999). Nos ultimos anos tem sido testada a transfeccdo de
genes de microdistrofina, que codificam moléculas de distrofina bem menores,
porém mantendo os sitios criticos para a funcdo biolégica da molécula e vetores

sobrepostos, onde a molécula seria transfectada por dois vetores cujas sequéncias



se completariam por recombinacao para formar a distrofina inteira (Wagner, Lechtzin
et al., 2007).

Recentemente foi identificado que o antibidtico gentamicina apresenta a
capacidade de promover a transposi¢céo ao acaso de alguns codons de terminacao,
um efeito colateral que pode ser usado em doencas causadas por mutacfes que
geram terminagcdo prematura de proteinas como a DMD e a fibrose cistica (Barton-
Davis, Cordier et al., 1999; Wagner, Hamed et al., 2001; Politano, Nigro et al., 2003;
Aurino e Nigro, 2006; De Luca, Nico et al., 2008).

Outra estratégia é a administracdo de oligonucleotideos que pareiem
especificamente com regides de terminacdo alterando a clivagem e promovendo a
transposicdo de codons de terminacdo no RNA da distrofina restaurando a
expressdo da molécula (Vitiello, Bassi et al., 2008). Outra possibilidade terapéutica é
o transplante de células progenitoras oriundas de diversas regiées do organismo
adulto ou de embrides (Ferrari, Cusella-De Angelis et al., 1998; Peault, Rudnicki et

al., 2007; Habib, Caspi et al., 2008).

1.2. Camundongo mdx - Modelo murino da DMD

O camundongo distréfico mdx, mutante de uma colénia de C57BL/10 ScSn,
apresenta uma mutacdo pontual na regido HgBpa do cromossomo X (Smith e
Schofield, 1994), ocasionando a substituicdo de uma Citosina por Timina no par de
nucleotideos 3185 do exon 23 do gene da distrofina. Isto determina um cédigo de
terminagdo no lugar da Glutamina, gerando uma proteina truncada com 27% do
tamanho normal que néo é estavel (Sicinski, Geng et al., 1989). O camundongo mdx

apresenta niveis muito elevados da enzima creatina quinase no soro, o que indica



extensa degeneracdo muscular. Contudo, esses animais desenvolvem fendtipo
benigno da doenca com poucos sintomas clinicos aparentes, apresentando
sobrevida praticamente normal e regeneracéo eficiente do tecido muscular (Bulfield,

Siller et al., 1984).

O mausculo do mdx apresenta poucas alteragfes histolégicas no periodo pos-
natal, porém logo ap0s o desmame, inicia-se a fase de mionecrose extensa (Cullen e
Mastaglia, 1980) acompanhada por intenso infiltrado inflamatério constituido
principalmente de macréfagos, linfécitos T e raros linfocitos B (Mcdouall, Dunn et al.,
1990; Spencer, Walsh et al., 1997; Lagrota-Candido, Vasconcellos et al., 2002). Na
oitava semana de vida pos-natal, a mionecrose é parcialmente compensada pela
regeneracao da miofibra, sendo evidente um numero elevado de fibras regeneradas
com nucleacdo central (Nonaka, 1998). Nos camundongos mdx adultos com 24
semanas, ainda ocorre uma discreta mionecrose com reducdo na regeneracao e
aumento na fibrose. Contudo apés 52 semanas de vida pos-natal, os camundongos
mdx apresentam um declinio significativo do peso corporal e da massa muscular
(Lefaucheur, Pastoret et al., 1995). As fibras musculares do mdx idoso apresentam
grande variacdo no tamanho, inclusive com miofibras atrofiadas, fragmentadas e
aumento da fibrose no endomisio (Lefaucheur, Pastoret et al.,, 1995; Lagrota-

Candido, Vasconcellos et al., 2002).

Existem camundongos mdx com fenétipos diferenciados que foram originados
por outras mutacdes no gene da distrofina. O camundongo mdx nocaute para 0 exon
52 da distrofina (mdx>?) foi gerado para ndo permitir a expressdo das quatro
isoformas de distrofina e apresenta uma doenca muito mais grave e menos fibras
revertans, fibras que ao acaso e por mecanismos ndo bem elucidados expressam

isoformas levemente menores, porém funcionais da distrofina. A linhagen mdx>®" foi



criada com fenotipo alterado pelo tratamento com etilnitrosourea gerando um sitio de
guebra aberrante no exonl10 determinando a eliminacdo completa da expressdo da

distrofina (Haslett, Kang et al., 2005; Grounds, Radley et al., 2008).

Dados prévios do nosso grupo (Salimena, Lagrota-Candido et al., 2004)
mostraram que camundongos mdx machos e fémeas apresentavam diferengas no
processo de regeneracdo muscular nas diferentes fases da doenca. As fémeas
apresentavam menor inflamacdo e mionecrose com maior regeneracdo muscular e
deposicao de tecido adiposo que os camundongos machos na idade adulto jovem (6
semanas pos-natal), porém a fibrose era mais graves nas fémeas adultas (24
semanas). Estes dados sugeriram que horménios femininos seriam particularmente
responsaveis pelas diferencas na lesdo muscular do camundongo mdx, favorecendo
a resolucdo da mionecrose e promovendo a regeneracdo dos musculos

esqueléticos.

1.3. Caracteristicas gerais do tecido muscular

Os musculos sdo formados por um conjunto de células que se originam da
fusdo de mioblastos e se organizam em feixes cilindricos e multinucleados com até
30 cm de comprimento. Cada fibra muscular é revestida por uma camada de tecido
conjuntivo chamado endomisio e agrupada em feixes mantidos juntos por outra
camada de tecido conjuntivo, o perimisio. Esse grupo revestido ou feixe de fibras é
denominado fasciculo. Os grupos de fasciculos com feixes de fibras, cada qual com
vascularizagcéo sanguinea e tecido nervoso associado, sdo mantidos bem unidos por

outra camada de tecido conjuntivo denominada epimisio. Os fasciculos circundados



por epimisio, que percorrem todo o comprimento do musculo esquelético, sdo entédo

completamente circundados por um tecido conjuntivo denominado fascia (Figura 2).

Tendao

Fascia profunda

/
Musculo . f
esquelético — !

Epimisio
-

Perimisio

Artéria, Veia,
Nervo

Figura 2- Estrutura do musculo esquelético.

(modificado a partir de
htp://academic.kellogg.cc.mi.us/herbrandsonc/bio201_McKinley/muscular.htm — acessado

em agosto de 2006).
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O fascia € um tecido conjuntivo denso e resistente que recobre todo o
musculo e, estende-se além do musculo formando o tendao fibroso, cuja funcéo é
fixar o musculo ao o0sso. Esta disposicdo do tecido conjuntivo mantém a organizacao
das fibras musculares, permitindo que a forca de contracdo seja transmitida a outras
estruturas como tenddes, ligamentos e, também influencie na distribuicdo dos vasos
sanguineos, linfaticos e inervacdo(Junqueira, 2004). As células musculares
apresentam caracteristicas especificas e por isto seus componentes receberam
nomes especiais. O citoplasma € chamado de sarcoplasma, o reticulo
endoplasmatico de reticulo sarcoplasmatico e a membrana citoplasmatica de

sarcolema.

O musculo esquelético € formado por células cilindricas alongadas com
nacleos periféricos. As células musculares esqueléticas (fibras musculares)
encontram-se dispostas em paralelo, o sarcoplasma € preenchido principalmente por
fibrilas paralelas, as miofibrilas, que ao microscépio 6tico aparecem como estriacdes
transversais, pela alteracdo de faixas claras e escuras (David Randall, 2000). A
estriacdo da miofibrila deve-se a repeticdo de unidades iguais, chamadas
sarcdOmeros. Cada sarcémero, formado pela regido da miofibrila compreendida entre
duas linhas Z sucessivas com uma banda A separando duas semibandas | (Figura
3), é constituido de filamentos de actina e filamentos grossos de miosina dispostos
longitudinalmente (Tortora, 2005). Essa organizacdo é mantida por diversas
proteinas, como a desmina que liga as miofibrilas umas as outras e a distrofina que
liga os filamentos de actina as proteinas integrais da membrana plasmatica (Michele
e Campbell, 2003). Para a contracdo muscular ocorrer, € necessario que as cabecas

das miosinas puxem os filamentos finos deslizando-os para a dire¢édo central do
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sarcoOmero, ocasionando o encurtamento do sarcbmero sem 0 encurtamento (em

comprimento) dos filamentos {Maughan, 2000).

As miofibras sdo heterogéneas no tamanho, no metabolismo e na funcéao
contratil. Isto permite uma grande variedade de funcbes de acordo com a
composicdo das fibras. Inicialmente as fibras foram classificadas como sendo
rapidas e lentas baseadas na velocidade de contracdo. Esta divisdo também
corresponde a diferencas morfologicas, com os musculos rapidos sendo brancos em
algumas espécies como aves, e 0s musculos lentos de cor vermelha. O maior
conteudo de mioglobina e capilares nos musculos vermelhos contribui para a maior
capacidade oxidativa dos musculos vermelhos comparados com o0s brancos.
Atualmente, as fibras musculares sao classificadas por trés diferentes métodos:
analise histoquimica para ATPase, identificacdo da isoforma de miosina e

identificacdo bioquimica de enzimas metabdlicas (Scott, Stevens et al., 2001).
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O processo de formacao do tecido muscular € complexo e envolve diferentes
processos de sinalizacao intracelular que levam a ativagdo de programas génicos
especificos, bem como a migragcédo e a diferenciacdo de mioblastos. Os fatores de
transcricdo da familia Pax sdo caracterizados pela presenca de um dominio de
ligacdo ao DNA composto por 128 aminoacidos altamente conservados (‘paired
box”) e estdo envolvidos no comprometimento e proliferacdo de diversos grupos de
progenitores (Christophe, 2004; Kozmik, 2005; Singh, Pongubala et al., 2007). No
tecido muscular os fatores de transcricdo Pax3 e Pax7 estao diretamente envolvidos
com o comprometimento de precursores celulares com a linhagem muscular (Yan,
Choi et al., 2003; Charge e Rudnicki, 2004), sendo o Pax3 mais diretamente
relacionado com progenitores embrionarios do que Pax7. Camundongos deficientes
de Pax3 nao apresentam células capazes de migrar dos somitos para povoar 0s
membros e gerar muasculos, enquanto animais deficientes de Pax7 apresentam
miogénese embrionaria normal, porém com uma profunda deficiéncia de células
satélites e de regeneracdo muscular (Charge e Rudnicki, 2004; Holterman e
Rudnicki, 2005). As poucas células satélites desses animais sdo altamente
susceptiveis a apoptose, sugerindo que Pax-7 possua um importante papel anti-
apoptético (Relaix, Montarras et al., 2006). Além disso, foi mostrado que células
CD45+Scal+ de camundongos nocautes para Pax 7 sdo incapazes de se diferenciar
em mioblastos (Peault, Rudnicki et al., 2007). Esses genes também estdo associados
com a manutencdo do estado de quiescéncia visto que sua expressao é diminuida
com a saida do ciclo celular e indugdo da diferenciagdo das células musculares
(Holterman e Rudnicki, 2005; Kassar-Duchossoy, Giacone et al., 2005; Zammit,

Partridge et al., 2006; Buckingham e Montarras, 2008).
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Os fatores reguladores miogénicos (MRF) pertencem a uma familia de fatores
de transcricdo que apresenta um dominio basico hélice-alga-hélice e desempenha
papel fundamental na diferenciacdo das células musculares. A familia MRF
compreende MyoD (Myf-3), Myf-5, miogenina (Myf-1) e MRF4 (Myf-6/Herculin)
(Sabourin e Rudnicki, 2000). Myf5 € o primeiro fator expresso na regido dorsomedial
do dermatomiotoma, gerando os musculos epiaxiais; enquanto o fator MyoD é
expresso posteriormente nas células ventrolaterais gerando os musculos hipoaxiais
(Rescan, 2001). Células expressando miogenina aparecem posteriormente a
expressdo de MyoD e Myf5 durante a formacdo do miotoma. O MRF4 apresenta
uma expressdo bifasica sendo importante na diferenciacdo tardia das miofibras
sendo induzido posteriormente a expressao de miogenina na fase de ativacdo das
células do somito e também durante a formacdo das fibras secundarias juntamente
com a fase de inervacdo. Estes dois Ultimos sdo considerados fatores de
diferenciacdo terminal e antecedem a expressao de antigenos musculares de fibras
maduras como a creatina quinase e a cadeia pesada de miosina (MHC) (Charge e
Rudnicki, 2004). Aparentemente o MRF4 é fundamental na vida embrionaria,

enquanto miogenina € importante durante toda a vida (Zammit, Partridge et al.,

2006; Manceau, Gros et al., 2008).

1.3.1. Reparo do tecido muscular

O mausculo esquelético de mamiferos tem capacidade de regeneracgéo rapida
e extensa em reposta a injuria grave devido a defeitos genéticos e/ou atividade fisica
intensa. O processo de regeneracdo muscular € complexo, caracterizado por fases

de degeneracéo, reparo e remodelagem. A necrose das fibras musculares pode ser
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considerada o evento inicial da degeneracdo muscular, iniciado geralmente pela
ruptura do sarcolema resultando em aumento da permeabilidade e ruptura da
miofibra, que se reflete pelo aumento dos niveis séricos da proteina muscular
creatina quinase (Jarvinen, Jarvinen et al., 2005). Na fase de reparo, ocorre
fagocitose do tecido lesionado, regeneracdo das miofibras, formacdo do tecido
cicatricial e revascularizacdo. A remodelagem € caracterizada pela contracdo e
reorganizacdo do tecido cicatricial e recuperacdo da capacidade funcional do
musculo (Peng e Huard, 2004).

Na fase inicial da lesdo muscular geralmente ocorre ativacdo de células
mononucleares, principalmente células inflamatorias e miogénicas. No periodo pos-
leséo as principais alteracdes histologicas no sitio de lesdo sdo: necrose da miofibra
e aumento do numero de células mononucleares de origem ndo muscular (Charge e
Rudnicki, 2004). Diversos fatores liberados do sitio de injaria ativam e promovem a
quimiotaxia de células inflamatérias residentes e n&o residentes. No musculo
lesionado por miotoxinas, neutréfilos constituem o primeiro tipo celular a invadir a
area lesada, enquanto macréfagos predominam nas 48 horas subsequentes (Tidball,
2005).

Apesar de certas peculiaridades, o processo de reparo muscular é
nitidamente uma retomada do processo de desenvolvimento muscular que envolve
ativacao de varios genes em comum. Células satélites quiescentes expressam Pax7,
CD34, enquanto Myf5 esta envolvido na proliferacdo de mioblastos adultos. A sua
nao expressdo em camundongos leva a um acumulo de adipocitos em lesbes
induzidas, hipertrofia de fibras, atraso na diferenciacdo e discreta degeneracao
muscular (Gayraud-Morel, Chretien et al., 2007). A ativacdo de células satélites é

marcada pela expressdao de MyoD, enquanto a expressdo de miogenina ocorre
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tardiamente durante a fusdo e diferenciacdo (Zammit, Partridge et al., 2006) — ver

Figura 4.
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Figura 4- Miogénese da célula satélite e marcadores tipicos de cada estagio de
diferenciagdo muscular.

(modificado a partir de Zammit 2006)

1.3.2. Progenitores miogénicos

Diversas células podem atuar como progenitores miogénicos (Figura 5). As
células satélites constituem a principal fonte de precursores musculares e sao
encontradas em abundancia logo apds o0 nascimento, correspondendo em
camundongos normais a 30% dos nucleos musculares sublaminares (Cardasis e
Cooper, 1975; Chen e Goldhamer, 2003), mas ap0s 0 nascimento essa proporgao
diminui para menos de 5% no camundongo adulto (Chen e Goldhamer, 2003;

Charge e Rudnicki, 2004).
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Figura 5- Possiveis repositores de mionucleos durante a regeneragdo muscular.

A maioria das células satélites (Pax3+ / Pax7+) é derivada do somito. Células progenitoras
gue também contribuem para o pool de células satélites e regeneragdo muscular incluem:
células intersticiais (muscle derived stem cells ou MDSC, SP, CD45+ / Sca-1+, Sca-1+,
CD34+); células de medula 6ssea (células tronco hematopoéticas, células tronco
mesenguimais, células progenitoras adultas multipotentes) e progenitores vasculares (Shi e
Garry, 2006)

No musculo normal células satélites sdo normalmente quiescentes e
expressam marcadores como Pax-7+, CD34, M-caderina, VCAM, c-met (receptor de
HGF), Foxkl, CD56 e sindecana 3 e 4. As células satélites miogénicas, apesar de
serem mais diferenciadas que as células-tronco, ainda apresentam plasticidade e
guando estimuladas adequadamente podem expressar fatores de diferenciagéo
osteogénica ou de adipocitos, Runx2 e PPARYy respectivamente (Zammit, Partridge
et al., 2006). A importancia dos sinais do microambiente no processo de

diferenciacdo dessas células fica ainda mais evidente pela ineficiente regeneracao e
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conversado de células progenitoras em tecido adiposo no modelo de lesdo muscular
em camundongos deficientes para o receptor de quimiocinas CCR2 (Contreras-

Shannon, Ochoa et al., 2007).

As células derivadas da medula 6ssea contribuem bem menos que as células
satélites, porém experimentos de transplante de medula 6ssea mostrando que
células do doador eram capazes de participar da regeneracdo do tecido muscular
indicaram uma possibilidade como estratégia terapéutica (Ferrari, Cusella-De
Angelis et al.,, 1998). As células mibides timicas, envolvidas no controle da
maturacdo de timdécitos, também expressam varios antigenos musculares e
possuem potencial de participar da regeneracdo muscular quando transferidas para

o sitio de injuria muscular (Pagel, Morgan et al., 2000).

As SP (side population), caracterizadas pela expressdo de Sca-1"%"
constituem uma populagcdo de células progenitoras residentes nos tecidos adultos
(medula 6éssea; musculo esquelético). As SP hematopoéticas na medula 6ssea
apresentam marcadores classicos de progenitores como CD45, CD43 e c-kit, mas
no tecido muscular a grande maioria dessas células ndo apresenta nenhum desses
marcadores (Shi e Garry, 2006; Luth, Jun et al., 2008), talvez porque 60% das SP
musculares tenham origem embrionaria semelhante a das células satélites (Peault,
Rudnicki et al., 2007). Apés injaria muscular aumentam em numero e participam na
regeneracao secretando fatores que influenciam na regeneragao ou se diferenciando
em mioblastos (Meeson, Hawke et al., 2004; Peault, Rudnicki et al., 2007). As
células tronco derivadas de musculo (MDSC) expressando os marcadores Sca-1 e

CD34 sao células - tronco progenitoras com potencial miogénico isoladas do
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musculo esquelético adulto capazes de inibir a ativacdo de linfécitos T(Shi e Garry,

2006).

Outras populacdes celulares associadas a vasos sanguineos, como O0sS
pericitos, mesoangioblastos e células CD131" proliferam in vitro mantendo por varias
geracBes o potencial miogénico (Dellavalle, Sampaolesi et al., 2007). As células
mioendoteliais representam uma populacéo distinta de progenitores que expressam
tanto marcadores endoteliais (CD34'CD144") quanto de células satélites (CD56) e
apresentam alta capacidade de renovar a populacdo de células satélites (Peault,

Rudnicki et al., 2007).



Mioblastos

Side population

MDSC

Células
mioendoteliais

Pericitos

Mesoangioblastos

Células Cd133+

Tabela 1- Tipos celulares envolvidos na regeneracdo muscular.

Origem

Mesoderma

60% somito

40%
desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Mesoderma
na cabeca e
corpo mas
precisa de
mais
investigacao

Mesoderma;
paredes de
vasos
sanguineos

Mesoderma

Loalizagao

Células em
proliferagédo
oriundas da
ativagdo das
células
satélites
presentes
espago
subsarcolemal
entre a fibra e
alamina basal

Intersticial,
possivelmente
associada a
vasos

Periferia de
miofibras,
muito
associadas a
vasos
sanguineos

Periferia de
miofibras
préximas a
vasos
sanguineos

Periferia de
capilares e
microvasos
em todos os
tecidos
corporais

Associados a
parede de
micro vasos

Periferia de
miofibras
proximo a
microvasos

(Peault, Rudnicki et al., 2007)

Potencial de
diferenciacao

Miogénica

Osteogénica
Adipogénica

Miogénica
Hematopoietica

Miogénica
Osteogénica

Adipogénica
Hematopoiética
Condrogénica

Cardiaca

Miogénica

Osteogénica
Condrogénica
cardiaca

Miogénica
Osteogénica
Adipogénica
Condrogénica
Cardiaca

Miogénica
(incluindo fibras
musculares
lisas)
Osteogénica
(baixa)
Adipogénica
Cardiaca (baiixa)
Miogénica
hematopoiética
vasculogénica
(endotélio)

Funcéo
fisiolégica

Regeneracgéo
muscular

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Controle do
fluxo
sanguineo
controle da
angiogénese

Desconhecida

Angiogenese
em tecidos
lesados

hematopoiese

Marcadores
humanos

CD56+
Myod+
Myf5+

Desmina+

CD34+/-
CD133+/—
C-kit—

CD45-

Deconhecido

CD34+
CD144+
CD56+
CD31+

CD45-

CD144-
PDGFRB+
CD146+
NG2+
CD34-

CD45-

CD34-
CD 133-
CD31-
NG2+

CDA45-

CD34+/-
Thy-1+/-
CD133+

CD146+

20

Marcadores
murinos

Myod+
Desmina+

CD56+

CD34+/-
Sca-1+
C-kit—
CD45-

CD31+/-

CD34+/-
Sca-1+/-
CD45-
C-Kit—

BCL-2+

Desconhecidos

A-SMA+

CD34+
Sca-1+
CD31+
C-Kit+/—

CDA45-
CD34+/-

Sca-1+
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Algumas moléculas como a purina sintética reversina sao capazes de reverter
o estado de diferenciacdo de algumas células adultas e promover a dediferenciacéo
de miocitos e fibrolastos. A reversina inclusive causa nos fibroblastos a perda da
expressdo do marcador HSP47 e a sua fusdo a células C2C12 in vitro (Anastasia,

Sampaolesi et al., 2006).

1.3.3. Influéncia do microambiente no reparo do tecido muscular

No processo inflamatério que acompanha a lesdo muscular, macréfagos e
neutréfilos apresentam um papel importante na remocao de restos celulares e no
processo de regeneracdo (Lescaudron, Peltekian et al., 1999). Neutrofilos podem
promover dano muscular através da producdo de moléculas citotdxicas e citoliticas
(Tidball, 2005) além de aumentar o estresse oxidativo (Beray-Berthat, Croci et al.,
2003; Singh, Gudehithlu et al., 2007; Tidball e Wehling-Henricks, 2007b), mas
também podem influenciar na regeneracéo, visto que camundongos deficientes de
neutréfilos apresentam regeneracao tecidual eficiente sem formacdo de cicatriz
(Wadman, 2005).

Os macrofagos apresentam atividade fagocitica, secretam citocinas, fatores
de crescimento e 6xido nitrico (NO) (Shi, Wakil et al., 1997; Cowin, Brosnan et al.,
1998; Oliveira, EI-Cheikh et al., 2000; Sandler, Mentink-Kane et al., 2003; Parks,
Wilson et al., 2004). NO regula a formacéo de colageno, a proliferacédo celular e a
contracao da lesdo em modelos animais de reparo tecidual (Hesse, Modolell et al.,
2001; Witte e Barbul, 2002; Parks, Wilson et al., 2004). Relato da literatura mostra
gque meio condicionado de cultura de macrofago peritoneal pode aumentar a

proliferacdo de mioblastos in vitro bem como o numero de células expressando
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Myo-d (Charge e Rudnicki, 2004; Tidball, 2005). Recentemente foi proposto que a
populacdo de macréfagos inicialmente presente no musculo lesionado apresentaria
alta capacidade fagocitica para retirada de restos celulares, e mais tardiamente uma
populacdo de macrofagos com caracteristica regulatéria que estimularia a
regeneracdo e o reparo dos sarcolemas lesionados ao estabilizar os niveis de
disferlina, uma molécula reguladora da remodelagem membranar (Tidball e Wehling-
Henricks, 2007a). Recentemente, também foi mostrado que eosinofilos induzem
fiborose nos musculos de camundongos mdx pela secrecdo da MBP1 (proteina
basica principal 1) e por influenciar a resposta imunoldgica para um perfil mais Th2
(Wehling-Henricks, Sokolow et al., 2008).

Mastdcitos também sdo elementos essenciais na modulacdo do reparo do
muasculo esquelético, a deplecdo de mastdcitos minimiza a amplificacdo da lesdo
muscular no modelo de injaria por reperfusdo (Bortolotto, Morrison et al., 2004), e
nos camundongos distréficos mdx em tratamento com cromoglicato a mionecrose
diminui (Radley e Grounds, 2006).

Diversas moléculas estdo envolvidas no reparo do tecido muscular (Figura 6).
O fator de crescimento de hepatdcitos (HGF), FGFs (fator de crescimento de
fibroblastos) e IGFs (fator de crescimento semelhante a insulina) estdo aumentados
durante a regeneracdo muscular. HGF participa na fase inicial de ativacdo das
células satélites quiescentes e induz proliferacao celular (Charge e Rudnicki, 2004).
A melhora na proliferacdo das células satélites apos a administracdo exégena de
FGF-2 in situ em camundongos distroficos mdx e o aumento da expressdo do
receptor FGFR-1 apés a sua ativacao realcam a importancia do FGF-2 no processo
de reparo tecidual (Charge e Rudnicki, 2004). IGF induz ativagcéo e diferenciacédo de

mioblastos, além de modular o processo inflamatorio suprimindo a expressao e
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atividade de MIF, HMGB-1 e NFkB dentre outros fatores pro-inflamatérios (Charge e
Rudnicki, 2004; Pelosi, Giacinti et al., 2007). Além desses fatores de crescimento,
algumas citocinas produzidas pelo tecido muscular influenciam na regeneracédo da
miofibra. O interferon gama (INF-y) € produzido endogenamente no tecido e induz o
proliferagdo e fusdo de mioblastos (Cheng, Nguyen et al., 2008); IL-6 e LIF
estimulam a proliferacdo de mioblastos e IL-4 é fundamental por estimular a
migracdo de mioblastos (Charge e Rudnicki, 2004; Lafreniere, Mills et al., 2006).
Também as neurotrofinas sdo importantes na regeneracdo muscular por serem
capazes de aumentar a diferenciacdo de MDSC normais transplantadas para
musculo de camundongos mdx (Lavasani, Lu et al., 2006). Administracédo de fator
neurotréfico ciliar € capaz de aumentar a diferenciacdo de miotubos em ratos

submetidos a denervacao/ devascularizacdo (Marques e Neto, 1997).
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Figura 6- Influéncia do microambiente na ativagdo das células satélites.

As células satélites sofrem influéncia de fatores oriundos da vasculatura periférica, da
inervacao, de células do sistema imune além de ser influenciada por fatores autdcrinos que
modulam os processos de ativacao, proliferacéo e diferenciacéo.

EGF - Fator de crescimento de endotélio, FGF - Fator de crescimento de fibroblasto, HGF —
Fator de crescimento de hepatdcito, IGF-I - Fator de crescimento tipo insulina 1, IGF-II -
Fator de crescimento tipo insulina 2, IL-4 Interleucina 4. IL-6 - Interleucina-6, LIF - Fator de
inibicdo de leucemia, NO - Oxido nitrico, PDGF - Fator de crescimento derivado de plagueta,

TGF-B - Fator de transformagé&o do crescimento- (Hawke e Garry, 2001).
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1.4. Controle imunoneuroendécrino do reparo tecidual

O dano tecidual gera um desequilibrio na homeostase do tecido lesionado
bem como a ativacdo de mecanismos de restabelecimento. Ao longo da evolucéo do
sistema imunolégico os componentes da inflamacdo passaram a estar presentes
durante todas as fases do reparo tecidual, porém nem sempre de forma benéfica
para o organismo. A evolucdo do sistema imunologico nos mamiferos determinou
desenvolvimento de mecanismos visando protecdo eficiente contra microorganismos
e um reparo tecidual cicatricial rapido (Mescher e Neff, 2005).

O papel dos linfécitos na inflamacéo e reparo tecidual € complexo e ainda
pouco compreendido. Os linfocitos T podem participar do processo de reparo, tanto
propiciando a melhora tecidual como amplificando a lesdo induzindo uma
remodelagem néo funcional, peculiar para cada tipo de tecido (Kovacs e Dipietro,
1994; Sandler, Mentink-Kane et al., 2003). Ablacdo do timo em ratos retarda a
maturacdo de feridas e a producdo de um colageno mais fibroso com alto grau de
hidroxilagcdo (Barbul, Sisto et al., 1982). Esse efeito € inibido por enxerto de timo na
cavidade peritoneal. Camundongos nude atimicos, independentemente da linhagem
de origem, produzem cicatrizes mais finas, semelhantes ao tecido normal adjacente
(Gawronska-Kozak, Bogacki et al., 2006), 0 mesmo se observa em camundongos
mdx nude que apresentam reducdo na deposicdo de colageno no musculo
esquelético (Morrison, Lu et al., 2000)

A contribuicdo de células T CD4" no reparo tecidual seria principalmente pela
secrecdo de citocinas. Durante a inflamacéo, linfocitos T podem ser polarizados em
células efetoras Thl e Th2 com perfis distintos de producdo de citocinas. As

chamadas citocinas Thl (IFN-y, IL-2) ativam células T citotdxicas, NK e macréfagos;
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promovem regeneracao tecidual, enquanto citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13)
estimulam notadamente uma resposta imune humoral, favorecem a ativacdo de
fibroblastos, producdo de colageno e fibrogénese (Sime e O'reilly, 2001; Azouz,
Razzaque et al., 2004). Essas citocinas podem ser produzidas também por outras
células incluindo fibroblastos, macréfagos e mastécitos (Sime e O'reilly, 2001). A
influéncia do perfil de citocinas na inducéo da fibrose é evidente no modelo de lesédo
hepatica, onde camundongos BALB/c com padrao Th2 apresentam intensa fibrose
ao contrario dos camundongos C57BL/6 com padrdo tipico Thl, que apresentam
menos fibrose. O envolvimento das citocinas na inducéo de fibrose foi mostrado pelo
tratamento desses animais com anticorpos neutralizantes para IL-4 ou com IFN-y
exdgeno resultando na atenuacédo da fibrose (Shi, Wakil et al., 1997). IFN-y é um
potente inibidor da proliferacdo de fibroblastos e da sintese de colageno(Schaffer e
Barbul, 1998), com acéo inibitoria na sinalizacdo do TGF-B1, reduzindo a fibrose e
aumentando a cicatrizacdo, melhorando o reparo tecidual no modelo de leséo
muscular lacerante (Foster, Li et al., 2003).

A remodelagem tecidual associada com padrdo Th2 induz um aumento na
producéo de colageno por varios mecanismos, contudo IL-13 parece ser o mediador
crucial da estimulacdo de macréfagos para producao de TGF-B1. Além da inducdo
da producdo de TGF-B1 latente, a IL-13 ativa TGF-f ao regular a expressao de
MMPs que clivam o LAP (proteina associada a laténcia) do TGFB inativo
armazenado.

O TGF-pB, citocina produzida principalmente por fibroblastos, algumas células
epiteliais, macrofagos e linfocitos T, € indiscutivelmente o regulador de fibrose mais
estudado (Mescher e Neff, 2005). In vitro, o TGF- € um potente quimioatraente para

fibroblasto, estimula a sintese de colageno e fibronectina (Schaffer e Barbul, 1998).
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Existem 3 isoformas de TGF-f em mamiferos — TGF-B1, -p2 e B-3. A fibrose tecidual
€ principalmente atribuida a isoforma B1l. TGF-f1 é uma citocina armazenada na
forma inativa, como um homodimero que € acoplado de forma nédo covalente a uma
proteina associada a laténcia (LAP). A ligacdo da citocina aos seus receptores
requer a dissociacdo do LAP, um processo catalisado por varias moléculas, como o
plasminogénio, trombospondina e MMPs (metaloproteinases). A citocina IL-13 induz
a producdo de TGF-B1 latente e ativa TGF-f ao regular a expressdo de MMPs que
clivam o complexo TGFB/LAP. No musculo, a cascata fibrogénica também é iniciada
por TGF-B1, porque inibe a diferenciacdo de células miogénicas e induz células
precursoras miogénicas a se diferenciarem em miofibroblastos no masculo lesionado
(Li, Foster et al., 2004; Tidball, 2005). No entanto a isoforma embrionaria TGF-B3
apresenta efeitos distintos de todas as outras isoformas, estimulando uma
regeneracao eficiente e sem fibrose em diversos tecidos tanto em embrides quanto
em organismos adultos (Wadman, 2005).

N&o existem evidéncias claras da participacao direta de linfécitos B no reparo
tecidual, contudo imunoglobulinas autoreativas participam da remocédo dos restos
tissulares ativando a fagocitose pelos macrofagos (Casadevall and Pirofski 2003;
Parks, Wilson et al. 2004). A existéncia fisiolégica de anticorpos anti-citocinas pro-
inflamatorias como TNF e IL-18, bem como para antigenos préprios como histonas,
DNA e fosforilcolina levantam a possibilidade da intervencéo direta desses linfécitos
na resolucdo de injarias teciduais (Revoltella, 1998). Neste sentido, a administracéo
endovenosa de imunoglobulinas (IVIg) de individuos normais tem sido usada
eficazmente como agente antinflamatorio em doencgas inflamatorias e autoimunes,
inclusive em miopatias autoimunes (Dalakas, 2006; Nimmerjahn e Ravetch, 2007).

Por outro lado, linfécitos B também estdo relacionados a produgédo de maior fibrose
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tecidual pela inducéo de perfil de citocinas Th2 como evidenciado no modelo murino
tight-skin de esclerose sistémica (Hasegawa, Hamaguchi et al., 2006).

Citocinas e fatores de crescimento sdo capazes de regular quimiotaxia, além
de influenciar a remodelagem da matriz extracelular e angiogénese. A citocina
HMGB1, proteina nuclear liberada por células necroticas e macréfagos ativados,
(Dumitriu, Baruah et al., 2005; Yamada e Maruyama, 2007) representa um dos
primeiros sinais liberados na injaria tecidual. Essa molécula € capaz de ativar o
recrutamento de leucdcitos para o sitio de injaria, atuar na maturacdo de células
dendriticas e regular a atividade de linfécitos T estimulando um perfil de resposta
Thl (Dumitriu, Baruah et al., 2005). HMBG1 também ¢é capaz de estimular a
migracdo de células-tronco oriundas de vasos sanguineos adultos e embrionarios
contribuindo para regeneracdo e o reparo tecidual (Yamada e Maruyama, 2007) —

ver Figura 7.
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Figura 7- HMBG1 é um mediador comum de dano tecidual e invasdao microbiana.
(Modificado a partir de (Dumitriu, Baruah et al., 2005)

Nos ultimos anos tem sido evidenciado o envolvimento de MIF (fator inibidor
da migracdo de macrofagos) no reparo tecidual (Figura 8). MIF é uma citocina de
producdo ubiqua por quase todos os tecidos do corpo (Donn e Ray, 2004) e altos
niveis estdo relacionados com exacerbacdo do processo inflamatério, atraso no
reparo, estimulacédo da proliferacéo de fibroblastos e inducéo de fibrose (Taylor, Zhu
et al., 2006). Corticosteroides induzem a producdo de MIF enquanto o horménio
estradiol € um dos principais antagonistas de seus efeitos deletérios no reparo
tecidual (Hardman, Waite et al., 2005). Aldosterona também influencia o reparo
tecidual, sendo capaz de ativar macréfagos, aumentar a resposta inflamatéria
através da inducado de citocinas inflamatorias, aumentar a expresséo de colageno e
TGFB-1, gerando ao mesmo tempo um microambiente proinflamatério e

profibrogénico (Weber, 2003).
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Figura 8- Regulacdo mutua entre MIF e estradiol no reparo tecidual e na oncogénese.
(Hardman, Waite et al., 2005)

O tecido adiposo tem sido considerado como um tecido
imunoneuroendécrino, porque além de secretar horménios, esse tecido secreta
citocinas importantes como a leptina, adiponectina, resistina, visfatina, apelina,
vaspina, hepdicina, chemerina e omentina (Tilg e Moschen, 2006). Um de seus
importantes mediadores é a leptina que estimula a secre¢do de citocinas por
linfécitos T, em especial a IL-6, IL-12, INF-y e GM-CSF (Tilg e Moschen, 2006).
Adicionalmente, a leptina apresenta efeitos pro-fibrogénicos por induzir a conversao
de células mesoteliais em fibroblastos além de estimular a producao de TGF-§ e
colageno tipo IV (Yang, Huang et al., 2007). J4 a adiponectina possui uma acao

ambigua, a de alto peso molecular, intacta e ndo clivada pela elastase de neutrofilos,
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apresenta efeito proinflamatorio, estimulando a producdo de IL-6 e quimiocina
CXCL8, enquanto a forma de baixo peso molecular apresenta efeito antinflamatério
e antifibrogénico em modelos de leséo hepatica (Tilg e Moschen, 2006).
Neurotransmissores também sdo importantes no reparo tecidual. A
norepinefrina € importante nas respostas profibroticas no tecido hepatico agindo em
sinergismo com a leptina estimulando a expressédo de colageno nas HSC (células
estreladas hepaticas) (Oben, Roskams et al., 2004). Dados da literatura mostram
gue camundongos nocaute para o receptor de opioides-6 apresentam retardo no
reparo de feridas de pele e alta producdo local de colageno tipo IV e MMP-2

(Bigliardi-Qi, Gaveriaux-Ruff et al., 2006).

1.5. A cavidade peritoneal e seus sistemas de drenagem

A cavidade peritoneal se desenvolve bem cedo durante a embriogénese e se
mantém relativamente isolada da circulagdo periférica ao longo da vida (Moore,
2000). Essa cavidade apresenta um microambiente Unico em relacdo a producao de
fatores de crescimento especialmente pelas células mesoteliais presentes na
membrana peritoneal. As células mesoteliais podem sofrer transdiferenciagdo para
diversos tipos celulares mediada pela acdo de citocinas, horménios e fatores de
crescimento (Nachtsheim, Dudley et al., 2006; Witkowicz, 2008). A cavidade
peritoneal também €& um reservatorio de populacdes linféides e mielbides distintas
dos compartimentos periféricos, por serem oriundos em parte dos tecidos

mesentéricos e omentais (Pinho Mde, Hurtado et al., 2002).
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Macrofagos peritoneais expressam constitutivamente mais CD86 quando
comparados a macréfagos esplénicos e, quando estimulados com LPS, expressam
mais CD11c, CD80, CD54 e CD23. Também apresentam maior atividade fagocitica,
porém menor capacidade de estimular a proliferacao de linfocitos T e a producédo de
INF-y (Liu, Xia et al., 2006). Linfocitos peritoneais apresentam em relagdo a outros
sitios do organismo, um fendtipo com maior expressao de receptores clonais, TCR e
imunoglobulinas por célula (Kroemer, Cuende et al., 1993).

Outro aspecto importante € que a cavidade peritoneal representa um dos
principais locais do organismo que abriga linfocitos B-1, uma populacao distinta de
linfécitos B que apresentam repertorio mais restrito, talvez pela ndo expressao da
enzima TDT durante sua génese (Berland e Wortis, 2002). Acredita-se que tais
linfécitos sdo gerados majoritariamente durante os ciclos de linfopoese embrionaria e
estdo distribuidos na cavidade peritoneal, mediastinal, baco e omento. Essa
populacédo linfocitaria estd envolvida com a producéo de anticorpos autoreativos de
baixa especificidade especialmente das classes IgM e IgA (Montecino-Rodriguez e
Dorshkind, 2006; Tung e Herzenberg, 2007) e apresenta acdo imunoregulatéria. A
populacdo de linfécitos B-1 estd aumentada em diversas patologias de natureza
autoimune e inflamatdéria (Duan e Morel, 2006).

Outra particularidade da cavidade peritoneal é representada pelo seu sistema
de drenagem linfatica diferenciado. Neste contexto, o diafragma é considerado como
tecido importante porque nele se concentram os estdbmatos que s&o orificios
revestidos de células mesoteliais e endoteliais cubdides com especializacbes de
membrana que permitem o ajuste do diametro do orificio (Abu-Hijleh, Habbal et al.,
1995; Michailova, 2001; Li e Li, 2003). Os estdmatos estdo presentes entre as fibras

musculares tanto na superficie pleural quanto na peritoneal do diafragma e se
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interconectam com uma grande rede de vasos linfaticos, chamados lagunas (Abu-
Hijleh, Habbal et al., 1995; Michailova, 2001). Os vasos linfaticos presentes no
diafragma conectam o peritbnio com a rede linfatica periférica (via linfonodos,
meadistinais e paratimicos) e com a cisterna de chili, se conectando com linfonodos
mesentéricos e renais (Abu-Hijleh, Habbal et al., 1995). A ativacdo de leucdcitos
peritoneais induz maior abertura dos estdbmatos, possivelmente pela secrecdo de
citocinas e NO, e pelo rearranjo da rede de lagunas propiciando maior fluxo de

células e fluidos por esses vasos (Michailova, 2001; Li e Li, 2008).

1.6. O omento

O omento é o principal tecido linféide associado a cavidade celoméatica, sendo
constituido por uma dupla camada mesotelial envolta por tecido adiposo
apresentando estruturas linféides denominados milk spots. Durante a embriogénese,
0 omento apresenta atividade hematopoetica simultaneamente ao figado fetal e
anteriormente ao baco (Pinho Mde, Hurtado et al., 2005). Este érgdo esta envolvido
nos mecanismos de imunidade da cavidade peritoneal pela grande producéo de
anticorpos naturais (Palming, Gabrielsson et al., 2006), de fatores envolvidos na
hematopoese (GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-5, IL-7 e SDF1-a ativado) e manutencao
do fendtipo (LIF), de células tronco (Pinho Mde, Hurtado et al.,, 2002; Pinho Mde,
Hurtado et al.,, 2005), de fatores de crescimento como neurotrofinas e FGF, e
também de moléculas (VEGF) com atividade angiogénica (Gabrielsson, Johansson
et al., 2002; Nachtsheim, Dudley et al.,, 2006; Litbarg, Gudehithlu et al., 2007).

Contrastando com outros tecidos linféides secundarios, o omento retém durante a
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vida adulta progenitores hematopoéticos, a atividade linfomielopoética e um
potencial eritropoético latente que pode ser estimulado com a administracdo de
eritropoietina (Hirai, Takemori et al., 1994). Evidéncias mais recentes indicam que o
omento atuaria como um detector inato nao apenas de infec¢des, mas de processos
relacionados com injuria tecidual. Nestas situacfes a parte ndo adiposa do omento
aumentaria determinando sua aderéncia no sitio de injuria, produzindo fatores de
crescimento, promovendo um aumento no aporte sanguineo e reduzindo assim o
estresse isquémico (Litbarg, Gudehithlu et al., 2007).

Recentemente foi demonstrado que o omento ativado pela administracdo de
particulas de celulose (atuando como corpo estranho) apresenta células com
marcadores de células tronco adultas (SDF1-a, CXCR4, WT-1) e embrionarias
(Nanog, Oct—4, SSEA-1) (Litbarg, Gudehithlu et al., 2007; Singh, Patel et al., 2008).
Além disso, o0 extrato de omento ativado por esse protocolo se mostrou igual, e em
alguns casos mais eficiente, que o soro fetal bovino na inducédo do crescimento in
vitro de diferentes linhagens celulares (Litbarg, Gudehithlu et al., 2007). Dessa forma
acredita-se que o 0rgdo inteiro se transforma num microambiente propicio a
regeneracao tecidual, sendo neste contexto alvo de estudos de bioengenharia.
Recentemente foi visto que tecidos e 6rgdos inteiros como rim, bexiga e dentes
podem ser produzidos no omento. (Baumert, Simon et al., 2007; Kim, Gwak et al.,
2007).

A literatura sugere que o omento necessita de sinais intrinsecos do tecido
lesionado para selecionar os tipos de fatores de crescimento a serem produzidos.
(Litbarg, Gudehithlu et al., 2007). O implante de tecido pancreatico com ilhotas
necrosadas no omento ativado de camundongos submetidos a inducao de diabetes

por estreptozotocina estimulou a expressao de fatores de transcricdo especificos e
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de insulina revertendo a hiperglicemia (Singh, Gudehithlu et al., 2007). Além disso,
no modelo de lesdo hepatica, o0 omento ativado se mostrou capaz de aderir e
fornecer progenitores hepaticos e progenitores com os marcadores embrionarios
como Nanog, Oct-4, SSEA-1 na interface dos dois O6rgdos, determinando
regeneracao eficiente com aumento de 50% da massa total do 6rgdo apos a
resolucdo da injaria (Singh, Pancholi et al., 2009). A manipulacdo do omento como
abordagem terapéutica é evidente pelos beneficios observados em doencas
neurodegenerativas e em lesées de medula espinal, onde a transposicdo de omento
mostrou-se eficiente na recuperacdo clinica de um paciente, que recuperou
parcialmente a capacidade de andar (Goldsmith, Wu et al., 2003; Goldsmith, 2004;

Goldsmith, Fonseca et al., 2005).

1.7. As metaloproteinases

A degradacdo e sintese da matriz extracelular € um processo coordenado
pelas metaloproteinases (MMP) e serino-proteases. Elas apresentam uma serina
reativa no sitio ativo e estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos inclusive,
na migracdo celular. Nesse contexto, além da capacidade da MMP-2 de clivar a
poly-ADP-ribose polimerase e se integrar a cromatina; a surpreendente atividade
gelatinolitica de extratos nucleares bem como a translocacdo nuclear da MMP-3 e
TIMP-1 levantam a possibilidade de uma participacdo direta das MMPs na
remodelagem nuclear influenciando o ciclo celular e a expressédo génica (Mannello,

Tonti et al., 2006).
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As MMP sdo endopeptidases dependentes de ions Zn?* efou Ca" com
estrutura molecular composta pelo menos de trés dominios (Figura 9): um peptideo
sinal de aproximadamente 20 aminoacidos; um propeptideo que mantém a laténcia
da proteina por possuir uma conformacéo especifica entre cisteinas e um fon Zn**
contendo aproximadamente 80 aminoacidos, e um sitio catalitico de
aproximadamente 170 aminoacidos (Goldman e Shalev, 2003). Existem 5 familias
de metaloproteinases: as gelatinases, as colagenases, as estromelisinas, as
metaloelastases e as metaloproteinases de membrana (MT-MMP) que séo proteinas
integrais de membrana (Hemmann, Graf et al., 2007)

A ativacdo das MMPs se da em duas etapas. Primeiro ocorre uma clivagem
inicial por ativadores como citocinas, horménios, fatores de crescimento e NO (Gu,
Kaul et al., 2002; Zhang, Wang et al., 2004) na regido sinal exposta no propeptideo,
desestabilizando a interacéo entre o0 Zn®* e as cisteinas, e em seguida ocorre uma
clivagem, geralmente por outra MMP, liberando o radical amino terminal da enzima

madura (Johnson et al.1998).
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Figura 9 - Estrutura molecular das metaloproteinases.

Modificado a partir de (Hemmann, Graf et al., 2007)
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1.7.1. Importancia das metaloproteinases na lesdo muscular

A remodelagem da matriz extracelular na degeneracdo e regeneracao
muscular sugere uma participacdo efetiva das metaloproteinases e TIMPS nesses
processos. A producdo de MMP-9 por células inflamatérias e células satélites
ativadas influencia na migracdo de células-tronco expressando MAdCam-1 nos
vasos inflamados (Stahle-Backdahl, Inoue et al., 1994; Kherif, Dehaupas et al., 1998;
Kherif, Lafuma et al., 1999; Torrente, Camirand et al., 2003).

No modelo de lesdo muscular induzida por cardiotoxina, a MMP-9 esta muito
aumentada durante os primeiros trés dias apds a inoculacdo coincidindo com
presenca de macréfagos e polimorfonucleares (Kherif, Dehaupas et al., 1998).
Contudo outra possivel fonte de MMP-9 séo as células satélites ativadas presentes
na periferia do sitio de injaria (Roach, Fitridge et al., 2002). A partir da segunda
semana, quando predomina a regeneracao do tecido, os niveis de MMP-9 diminuem
e a MMP-2 atinge o auge de producdo. A participacdo da MMP-2 na fusdo de
mioblastos parece associada a degradacdo do colageno tipo IV e outros
componentes da membrana basal para a estimulacdo de células satélites, via fatores
de crescimento que sao liberados durante o processo (Kherif, Dehaupas et al., 1998;
El Fahime, Torrente et al., 2000). De fato, nos camundongos distréficos mdx a MMP-
2 esta regulada positivamente tanto em sua forma latente (60-kDa) como a ativa (55-
kDa) nos musculos gastrocnémio, solear e triceps especialmente entre 8 e 12
semanas, e no diafragma, durante todas as fases da miopatia (Kherif, Dehaupas et
al., 1998; Bani, Lagrota-Candido et al., 2008). A presenca da forma ativa da MMP-2
sugere um desequilibrio entre a produgédo de metaloproteinase e seu inibidor (Kherif,

Dehaupas et al., 1998). Uma das justificativas para a ativacdo da MMP-2 é a
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incapacidade das fibras musculares do mdx regular os niveis de célcio intracelular,
um ion necessario para a ativacdo das MMPs. Alteragcbes no sarcoplasma podem
induzir a mionecrose, permitindo extravasamento do calcio intracelular determinando
ativacdo das MMPs e alteracdo do microambiente (Roma, Munell et al., 2004).

A MT-MMP1 é uma protease importante por seu papel na ativacdo de MMP-2,
na clivagem dos componentes da matriz extracelular fibronectina e laminina, na
inducao de diferenciacdo e migracdo de mioblastos e na manutencéo estrutural das
miofibras diferenciadas (Ohtake, Tojo et al., 2006). A delecdo de MT-MMP-1 em
células C2C12 de linhagem de mioblastos inibe a fusdo dos mioblastos e a

diferenciagdo celular (Lluri e Jaworski, 2005; Ohtake, Tojo et al., 2006).



2. RACIONAL

Dados prévios do grupo apontam para um pico tardio de regeneracdo no
diafragma (24 semanas) de camundongos mdx que é acompanhado de um periodo
de remodelagem continua de componentes da lamina basal de miofibras como
evidenciado pela alta atividade da MMP-2 no diafragma(Bani, Lagrota-Candido et al.,
2008). O diafragma apresenta uma funcédo diferenciada dos outros musculos
relacionando-se intimamente com a drenagem linfatica peritoneal(Abu-Hijleh, Habbal
et al., 1995) este microambiente € um importante sitio onde residem células linféides
e mieldides distintas em relacdo a outros orgaos linféides(Singh, Patel et al., 2008;
Carlow, Gold et al., 2009). Desta forma é possivel que os aspectos diferenciados
desse musculo na miopatia do camundongo mdx possam estar relacionados pelo
contato continuo de células e moléculas peritoneais com esse musculo. Assim
sendo, é relevante avaliar uma possivel influéncia da ativacdo, expansado e/ou
recirculagdo de populacdes linféides, mieldides e de progenitores, bem como a
producéo de fatores de crescimento nesse microambiente como um importante viés

das particularidades do diafragma na DMD.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

e Estudar o microambiente do omento e peritdbnio do camundongo mdx a fim de

avaliar uma possivel influéncia na fisiopatologia da leséo do diafragma.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizacdo imunofenotipica, por citometria de fluxo, do perfil das
populacdes de leucécitos e de progenitores hematopoéticos no omento e

peritdnio nas diferentes fases da miopatia .

e Estudar o microambiente do omento, peritbnio e diafragma com relacdo as
caracteristicas morfoldgicas de citoarquitetura e funcionais: producdo de fator

de crescimento FGF, proliferagéao celular e atividade das metaloproteinases..

¢ Analisar o efeito da omentectomia no microambiente da cavidade peritoneal e

na lesdo do musculo diafragma do mdx em relacdo ao controle ndo distrofico.



4. MATERIAL & METODOS

4.1. Animais

Camundongos isogénicos machos C57BL/10 e mdx foram mantidos no
Biotério de Patologia Celular do Instituto de Biologia da UFF em ambiente
refrigerado (20°C) e aclimatado com ciclo de iluminacdo 12:12 horas. Os animais
receberam racdo Nuvital (Curitiba, Brasil), suplementacéo alimentar (farelo de trigo)
e vitaminica (Vitagold) e agua filtrada ad libitum. Os animais foram sacrificados com
éter e para os procedimentos cirlrgicos os animais foram anestesiados com uma

mistura de xilasina e ketamina (70 e 20 mg/kg de peso corporal)

4.2. Laparotomia e omentectomia

Uma incisdo de aproximadamente um centimetro foi feita no quadrante
superior esquerdo do abdémen de camundongos mdx com 5 semanas para
remo¢cdo do omento aderido na curvatura maior do estdbmago. O fechamento do
abdbémen foi efetuado com a sutura sucessiva da membrana peritoneal e da pele.

Nos animais sham operados foi realizado apenas um corte na pele mantendo a
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membrana peritoneal intacta. Os animais operados foram sacrificados quando
completaram 12 semanas e o diafragma, o gastrocnémio e o lavado peritoneal foram

removidos e processados para a zimografia.

4.3. Processamento histologico

O diafragma e omento foram fixados durante 24 horas em formol tamponado
Milloning a 10% pH 7,2 desidratados em solugbes com concentragao crescente de
alcool etilico (70%, 80%, 90%) durante 60 minutos cada etapa, passados 3 vezes
em alcool absoluto e 3 vezes em xilol (Reagen) seguida de duas incubacdes durante
1 hora a 60°C para impregnacao e inclusdo em paraplast (Sigma, USA). Foram
feitos em média 10 cortes de 5 uym de espessura no microtomo Spencer 820
(American Optical, EUA). Os cortes foram colocados em laminas desengorduradas
previamente filmadas com solucéo de glicerol - albumina (0,5%), mantidos em estufa
a 37°C durante 12 horas e submetidos as coloragcBes histologicas de picrosirius,

reticulina de Gomori e giemsa.

4.4. Imunohistoquimica

O omento foi cuidadosamente removido, congelado em nitrogénio liquido e
incluido em OCT (Sakura, EUA) e criocortes de 8 um de espessura foram colocados
em laminas desengorduradas e previamente filmadas com poli-L-lisina (Sigma
Chem. Co, Mo, EUA). Apés a fixacédo por 10 minutos em acetona a -20°C, os cortes
foram mergulhados em solucéo de salina-fosfato tamponada (PBS pH 7,2) por 5

minutos. A inibicdo da peroxidase enddgena foi feita com 3% peroxido de hidrogénio
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(Merck do Brasil) por 30 minutos. Os cortes foram hidratados com PBS por 5
minutos e, posteriormente feito o bloqueio de antigenos inespecificos incubando
com PBS contendo 2% de albumina bovina (BSA fragéo V, Sigma Chem. Co., EUA)
durante 30 minutos a 37°C. A seguir os cortes foram incubados com 0s anticorpos
primérios diluidos em PBS (30 ul) por 1 hora a 37° C (ver Tabela 2). Apés trés
lavagens sucessivas de 5 minutos com PBS, os cortes foram incubados em camara
Uumida com anticorpo secundario apropriado diluido em PBS (30 pl) por uma hora a
temperatura ambiente, seguido quando necesséario do conjugado estreptoavidina-
peroxidase (Sigma Chem. Co, EUA — 1/200) ou estreptoavidina-fosfatase alcalina
(Sigma Chem. Co, EUA - 1/150). Ap6s novas lavagens com tampdo PBS, a
revelacdo da peroxidase foi feita com aminoetilcarbazol (AEC, Sigma Chem. Co.,
EUA) na presenca de 3% de perdxido de hidrogénio (Merck do Brasil). Para as
marcacdes duplas a fosfatase foi revelada com NBT/BCIP (Dako) apos a revelacao
da peroxidase. Todos os cortes foram contra-corados rapidamente com hematoxilina

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

Anticorpo Origem Conjugado Marca Diluicéo
Anti-CD4 rato biotina Caltag 1/80
Anti-CD8 rato biotina Caltag 1/80
Anti-PCNA rato biotina Sigma 1/25
Anti-B220 rato purificado Pharmingen 1/200
Anti-FGF cabra purificado Santa Cruz 1/100
Anti-lg de cabra | Coelho peroxidase Sigma 1/200
Anti-lg de rato | Coelho peroxidase Sigma 1/200

Tabela 2 - Relagdo dos anticorpos monoclonais utilizados naimuno-histoquimica.
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4.5. Histomorfometria

A éarea total do corte foi obtida através da obtencéo de fotografias na menor
objetiva e costrucdo de uma foto contendo todo o corte no programa adobe
photoshop Cs(com a opcdo photomerge). A partir de entdo diferentes medicdes
foram feitas dependendo da coloracéo.

Nas laminas com coloracdo para picrosirius foi realizada a quantificacdo do
porcentual de area de milk spot (roxo) mesotélio (vermelho) e tecido adiposo(halo
claro) relacionada a éarea total do corte. Nas laminas de omento coradas pelo
Giemsa, a éarea total do corte foi mensurada e todos 0s mastocitos presentes no
corte foram contados para calcular a relagdo mastécito/mm? e nas
imunohistoquimicas para FGF-2 foi determinado o porcentual da area de marcacao
em todo corte. Todas as analises foram realizadas com o programa Image Pro-Plus

versao 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Inc.).

4.6. Citometria de fluxo

O omento foi cuidadosamente removido e imerso em meio modificado de
Dulbeco contendo 1mg/ml colagenase tipo IA (Sigma, EUA) sob agitacdo constante
por no maximo 90 min. As células dissociadas foram lavadas em RPMI com 10% de
SBF (soro bovino fetal) para interromper a reacdo. Para a obtencdo das células do
lavado peritoneal, 3 ml de RPMI e 100 Ul de heparina foram injetados na cavidade
peritoneal. Apés 1 minuto de massagem suave o liquido foi removido e as
suspensodes celulares foram passadas em malhas de nylon com porosidade 40 um
(BD REF) para exclusao de restos celulares. O sobrenadante foi aliquotado para

ensaios de zimografia. Apdés a determinacdo da celularidade em céamara de
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Neubauer utilizando o corante azul tripan para exclusdo de células mortas, pelo
menos 1,5x10° células viaveis foram incubadas com PBS contendo 5% de soro
normal de camundongo e 5% de SBF durante 10 minutos para evitar ligacdes nao
especificas. Em média os experimentos foram realizados em pools de 3 a 6 animais
por grupo para atingir a celularidade desejada. As marca¢fes multiplas (3 e 5 cores)
foram feitas pela incubacdo das células com os anticorpos monoclonais na diluicdo
apropriada previamente determinada (30ul por pogo — ver Tabela 3) durante 20
minutos a 4°C. As células foram entdo lavadas duas vezes em PBS contendo 2% de
SBF, fixadas em PBS contendo 1,6% de formol, e analisadas no citdmetro Cyan®
(Dako Colorado Inc., EUA). A exclusédo de debris tissulares e a determinagao da
regido de linfécitos foi realizada utilizando os parametros de foward versus side
scatter e foram coletados pelo menos 10.000 eventos na regido de linfécitos em
cada amostra. Para andlise de progenitores foram coletadas pelo menos 50.000
células na regido de linfécitos. A analise dos dados foi feita com o software SUMMIT

verséo 4.3.2 (DAKO Colorado Inc., EUA).

Marcadores para células progenitoras e linfocitos B
Anticorpo Fluorocromo | Diluicdo | origem Marca
Anti-B220 Pe-Texas-Red | 1/100 Rato Pharmingen
Anti-MAC-1 Pe 1/30 Rato Pharmingen
Anti-CD3 Pe 1/30 Rato Pharmingen
Anti-CD117 PeCy7 1/60 Rato Pharmingen
Anti-Scal Fitc 1/60 Rato Pharmingen
Anti-CD19 APC 1/160 Rato Pharmingen

Subpopulacgdes de linfocito T
Anti-CD8 PeCy5 1/120 Rato Pharmingen
Anti-CD4 PeCy7 1/160 Rato Pharmingen
Anti-CD3 APCCy7 1/30 Rato Pharmingen
Anti-NK1.1 Fitc 1/300 Rato Pharmingen
Ativacdo de linfécitos T
Anti-CD8 Spectral Red | 1/200 Rato Southern
Anti-CD25 APC 1/160 Rato Invitrogen
Anti-CD4 Pe 1/150 Rato Pharmingen

Tabela 3- Relacdo dos anticorpos e conjugados utilizados na citometria de fluxo.
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4.7. Preparo do extrato tecidual

Antes da masceracdo os musculos congelados e preservados em nitrogénio
liquido (-165 °C) sendo posteriormente foram pesados e homogeneizados na
proporcao 1/10, p/v, em tampao 100 mM Tris-HCI, pH 7,6, 200mM NaCl, 100mM
CaCl, and 1% Triton X-100 a 4°C. Apdés a centrifugacdo (15.000 RPM), o
sobrenadante foi separado em aliquotas de 100 pL, e a concentracdo proteica
determinada utilizando-se uma curva padrdo de albumina pelo método de Lowry

(Lowry, Rosebrough et al., 1951).

4.8. Zimografia

As zimografias foram executadas segundo protocolo previamente descrito
(Heussen e Dowdle, 1980) em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 7,5% contendo
gelatina do tipo A de pele suina (Sigma Chem. Co, St. Louis, Mo. USA) na
concentracdo de 2 mg/mL e os géis de entrada poliacrilamida 5% (w/v). A
eletroforese foi realizada com a concentracdo de 60ug de proteina para amostras de
musculo e 20ug para amostras de lavado por poco. As amostras foram aplicadas
nos geéis e a eletroforese ocorreu a 175 V por um tempo meédio de 60 minutos (Power
Pac 200 — Bio-Rad, EUA). Apos a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes
em 2,5% Triton X-100 para total remogéao do SDS seguido de incubagdo a 37-C em
tampao de incubacéo (10 mM Tris—HCI buffer, pH 7.5, 5 mM CacCl,, ZnCl, 1uM ) por
24 horas. As metaloproteinases sdo secretadas na forma latente e necessitam da
clivagem do peptidio da regido NH; terminal para ativagcdo. O SDS(duodecil sulfato

de sodio) € o agente responsavel pela ativacdo das metaloproteinases mesmo na
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forma inativa sem clivagem proteolitica (Talhouk, Chin et al., 1991). Os géis foram
corados pelo Coomassie blue R250 (Sigma Chem. Co, USA) e descorados em
solucéo descorante contendo 50% metanol, 10% &cido acético e 40% gsp de H,0. A
atividade da gelatinase foi visualizada por bandas ndo marcadas em um fundo azul
representando &reas de protedlise no substrato de proteina. A analise
semiquantitativa foi feita usando o programa de analise de imagem (Scion Program

National Institutes of Health, Image Program, USA).

4.9, Analise Estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o teste T de Student ndo pareado

que foram realizados no software GraphPad Prism 5.0.



5. RESULTADOS

5.1. Analise histoldgica do diafragma de camundongos mdx

Os animais foram sacrificados com 5, 12, 24 e 48 semanas para analisarmos
o diafragma nas diversas fases da miopatia. Como coloracdes de estudo foram
escolhidas o H-E para avaliacdo da citoarquitetura e a nucleacdo da miofibra e o
picrosirius para verificar a deposicéo de colageno. Para cada grupo foram utilizados
no minimo 3 animais.

Nos camundongos controle ndo observamos alteracdes histopatolégicas em
nenhuma idade nem diferencas com relacao a distribuicdo do conteudo de colageno
(Figura 10).

A coloracéo de H-E foi a que melhor evidenciou a mionecrose (fibras hialinas),
inflamacé@o e a regeneracdo caracterizada pelas fibras basofilicas com nucleacéo
central. A analise histolégica mostrou que os musculos de camundogos mdx de 5
semanas ja apresentavam focos de infiltrado inflamatorio e mionecrose (Figura 11).
Nos animais com 12 semanas, a inflamacdo e mionecrose persistem e ja foram
detectados pequenos focos de regeneracdo. Com 24 semanas foram observados
maiores focos de regeneracdo, mas em 48 semanas a regeneragao diminuiu, sendo

evidenciadas grandes éareas com substituicio por tecido conjuntivo.



A coloracdo de picrosirius mostrou tanto nos machos e fémeas, que a
deposicao de colageno é evidente em 12 semanas, intensifica em 24 semanas e

atinge o auge em 48 semanas (ver Figura 12).

Figura 10 - Analise histoldgica do diafragma de camundongos C57BL/10 corados pelo
picrosirius.

Fomicrografias representativas das idades de 5 (A), 12 (B), 24 (C) e 48 semanas (D). Pelo
menos 3 animais por grupo foram analisados. Seta = fibras musculares
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Figura 11- Analise histologica do diafragma de camundongos mdx corados pelo H-E.
Fotomicrografias representativas das idades de 5, 12, 24 e 48 semanas. Pelo menos 3
animais por grupo foram analisados. Asterisco = infiltrado inflamatério, seta = miofibras

regenerando e estrela = conjuntivo. Barra = 50 um.
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Figura 12- Andlise histologica do diafragma de camundongos mdx corados pelo
picrosirius.

Fotomicrografias representativas das idades de 5, 12, 24 e 48 semanas. Pelo menos 3
animais por grupo foram analisados. Asterisco = infiltrado inflamatdrio, seta = miofibras

regenerando e estrela = conjuntivo. Barra = 50 um.

5.2. Andlise histolégica do omento do camundongo mdx.

O omento do camundongo C57BL/10 apresentou extensas areas de tecido adiposo
e pequenos aglomerados de milk spots em todas as idades estudadas (ver Figura
13). Em contraste, o omento do mdx mostrou um aumento das areas de milk spots
em todas as idades (Figura 14). Esse aumento foi mais evidente nas fémeas de 48
semanas. Considerando-se que o omento é um sensor inato de dano tecidual
tendendo a aderir nos érgaos com injuria tecidual (Singh, Patel et al., 2008; Singh,
Pancholi et al., 2009), observamos no diafragma de alguns camundongos mdx com

24 semanas, fragmentos de omento associados ao tecido muscular (Figura 15).

Figura 13: Morfologia do omento de camundongos C57BL/10.
Coloracédo de picrosirius de cortes histolégicos do omento de camundongos machos de 12
(A) e 24 (B) semanas. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Asterisco = tecido

adiposo, seta larga = milk spot. Barra = 100 pm.
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Figura 14- Morfologia do omento de camundongos mdx .

Coloracao de picrosirius nos cortes histolégicos de omento de camundongos mdx machos e
fémeas nas idades de 5, 12, 24 e 48 semanas. Pelo menos 3 animais por grupo foram
analisados. Setas = milk spot, estrela = areas de mesotélio que, em geral, coincidem com as

regides de deposicao de colageno. Barra = 100um.

Figura 15- Analise histologica do diafragma de camundongo mdx corado por Giemsa.
Fotomicrografia representativa do musculo diafragma do camundongo mdx macho com 24
semanas mostrando uma associacdo a uma estrutura semelhante ao omento. Seta =

omento, estrela = diafragma. Barra = 100pm.

A analise morfométrica das laminas de picrosirius mostrou que 0s animais
controles machos e fémeas em todas as idades apresentaram em média 7% (+
4,3%) da area total do tecido ocupada por milk spots independente do sexo (ver
Figura 16). Camundongos mdx machos e fémeas apresentaram aumento

significativo (p<0,05) das regides ocupadas por milk spot em todas as idades.
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Importante ressaltar que fémeas mdx com 48 semanas apresentaram um porcentual
3,5 vezes maior da area total ocupada por milk spot que os mdx machos pareados.
Os camundongos C57BL/10 apresentaram em meédia 81% (+8,3) do omento
ocupado por tecido adiposo, enquanto camundongos mdx apresentaram uma
diminuicdo na maioria das idades estudadas. Essa diminuigdo foi ainda mais
evidente nas mdx fémeas (5 vezes) com 48 semanas. N&ao foi observada alteracéo

significativa nas areas de mesotélio (dados nao mostrados).
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Figura 16- Porcentual da area total ocupada por milk spot e tecido adiposo no omento
de camundongos mdx.

Gréficos relativos ao porcentual da area ocupada por Milk spot (A) e tecido adiposo (B). A
linha tracejada indica a média das porcentagens dos controles C57BL/10 de todas as
idades; uma estrela= p<0,05, duas p<0,01 em relacdo ao controle de mesmo sexo e idade.
*p<0,05. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Cada barra representa a média

e seu respectivo desvio padréo (A) e erro padréo (B)



59

5.3. Alteragc6es no microambiente do omento

O método de impregnacdo pela prata utilizando reticulina de Gomori foi
selecionado para evidenciar a presenca de fibras reticulares constituidas
principalmente por colageno tipo Il que representam o principal arcabouco de
sustentacdo de Orgdos hematopoiéticos. As fibras reticulares sdo de pequeno
diametro, formam uma rede e sofrem grande variagcao de forma e volume. Uma
distribuicdo da rede de fibras reticulares foi observada principalmente nas regides de
milk spot que foram mais densas no omento de camundongos mdx com 12 semanas

e 24 semanas (ver Figural?).
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Figura 17- Distribuigdo das fibras reticulares no omento.
Fotomicrografia do omento de camundongos C57BL/10 e mdx macho nas idades de 12 e 24
semanas corado pelo método de Reticulina de Gomori. Pelo menos 3 animais por grupo

foram analisados. Seta = fibras reticulares. Barra = 50um

5.4. Expresséao de FGF-2 no omento

FGF é considerado um importante fator na regeneragcdo muscular por
estimular a proliferacdo de mioblastos (Olwin e Rapraeger, 1992; Olwin, Arthur et al.,
1994; Charge e Rudnicki, 2004) sendo assim importante analisar a sua presenca no
omento de camundongos mdx. Independentemente do género e idade, 0 omento do

camundongo controle C57BL/10 apresentou uma suave marcacdo para FGF-2
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principalmente nas areas de tecido adiposo e milk spot (Figura 18). Nao foram
encontradas diferencas na imunomarcacdo para FGF no mdx nas idades de 5
semanas em relacdo ao controle C57BL/10 pareado. Contudo, em 12 e 24 semanas
foram encontradas areas fortemente marcadas no omento do camundongo mdx e
nas areas de milk spots foi evidenciada maior formacao de aglomerados (clusters)
de células produtoras de FGF-2 (Figural9).

A andlise histomorfométrica forneceu indicacdo da producdo de FGF-2 nas
diferentes regibes do omento além de um parametro relacionado também ao FGF-2
associado a componentes de matriz extracelular (Figura 20). Camundongos mdx
machos com 5 semanas ndo apresentaram marcacao detectavel de FGF enquanto
que as fémeas apresentaram uma marcacdo ténue mas mensuravel 0,2% (+ 0,3).
N&o encontramos diferencas significativas com relacdo aos camundongos mdx
machos e fémeas com 12 semanas em relacdo aos camundongos C57BL/10.
Independente do género, os camundongos mdx com 24 semanas apresentaram
aumento significativo na &area de marcacdo de FGF (machos: 10,9% + 1,5;
fémeas;11,7% + 6,1) tanto em relacdo ao camundongo C57BL/10 quanto a todas as

outras idades analisadas.
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Figura 18- Imunomarcacéo para FGF-2 no omento de camundongos C57BL/10 com 12

(A) e 24 semanas (B).

Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Seta= Células marcadas; Barra = 50um.
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Figura 19- Imunomarcacéao para FGF-2 no omento de camundongos mdx
Fotomicrografias de omentos de camundongos mdx machos e fémeas com 5, 12 e 24
semanas. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Seta = grupos de células

fortemente marcadas. Barra= 50um
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Figura 20- Porcentual de imunomarcagéao de FGF-2 no omento.
Resultado expresso em porcentual da area total ocupada pela imunomarcacéo. * = p <0,05,
**p<0,01; ND= nao detectavel. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Cada

barra representa a média e seu respectivo desvio padréo.

5.5. Distribuicdo Topografica das Células Linfoéides No

Omento

Para determinar a distribuicdo de algumas subpopulacdes de linfécitos T e B no
omento do camundongo mdx foram selecionadas as moléculas de superficie: B220
(linfécitos B e progenitores hematopoiéticos), CD4 e CD8 (linfécitos T).

O omento do camundongo controle C57BL/10 com 24 semanas apresentou
poucas células B e T nas raras regides de milk spots em relacao ao camundongo
mdx pareado (Figura 21). Entretanto, na maioria dos camundongos mdx, os milk
spots do omento apresentavam arquitetura semelhante a orgao linféide secundario
com boa definicdo de regides ocupadas por linfécitos T e B (Figura 22). Inclusive

com alguns animais apresentando milk spots quase inteiramente ocupados por
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linfécitos B. Interessante ressaltar que esses aglomerados de linfocitos B foram
encontrados ainda que em baixa frequéncia em camundongos mdx fémeas com 5

semanas mas nao nos camundongos mdx machos pareados (Figura 23).

Figura 21- Imunomarcacdo para linfécitos no omento de camundongos C57BL/10.
Imunomarcacgéo para CD4 (A), CD8 (B) e B220 (C) no omento de camundongos C57BL/10
machos de 24 semanas. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. As setas
mostram as células com imunomarcagao positiva para cada anticorpo. Barra = 50um.
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Figura 22- Fenotipagem de linfécitos na regido de milk spot do omento de
camundongo mdx.

Fotomicrografia representativa de omento do camundongo mdx com 24 semanas mostrando
a presenca de células CD4" (A), CD8" (B) e B220" (C) em cortes seriados do milk spot.
Alguns milk spots apresentaram intensa marcacdo de B220 ocupando quase integralmente
sua area (D). Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Setas mostram células
marcadas. Barra das figuras A, B e C =100um; e da figura D =50 ym.
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Figura 23- Imunomarcagéo para B220 no omento do camundongo mdx.
Camundongos mdx machos (A) e fémeas (B) com 5 semanas de idade. Pelo menos 3
animais por grupo foram analisados. Asterisco = grupo de células B220", Seta= células

B220" isoladas. Barra corresponde a 50 ym.

Foram realizadas imunomarcacbes para PCNA (antigeno nuclear de
proliferacdo celular) com o intuito de analisar se aumento na area de milk spot no
omento do camundongo mdx era decorrente de um aumento na proliferagéo celular
local. Os resultados de imunomarcagdo mostram haver consideravel aumento na
proliferacéo de células isoladas no milk spot de camundongos mdx com 24 semanas
e também de grupos de células B220"PCNA" duplo positivas com fenétipo

caracteristico de células de estrutura folicular (Figura 24).
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Figura 24- Dupla marcacao para B220(vermelho) e PCNA(preto) no omento.
Fotomicrografia representativa mostrando aumento de proliferagéo de células isoladas (seta)

e formacdo de grupos de células B220"PCNA" (estrela) nos omentos de camundongos
macho mdx (B) em relacdo ao controle pareado C57BL/10 macho de 24 semanas (A). Pelo

menos 3 animais por grupo foram analisados.Barra = 50um.
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5.6. Presenca de mastdcitos no omento nas diferentes

fases da distrofia do camundongo madx.

A coloracdo Giemsa, utilizada para evidenciar a presenca de mastoécitos,
mostrou que tanto no camundongo controle como no distrofico, os mastocitos
localizavam-se preferencialmente nas regides de tecido adiposo e mesotélio
(Figuras 25 e 26). A analise morfométrica indicou um aumento significativo no
namero de mastocitos no omento de camundongos mdx machos com 5 semanas
em relagcéo ao controle pareado . Nao foram observadas diferencas quantitativas de
mastoécitos entre camundongos machos mdx e C57BL/10 com 12 e 24 semanas,
mas camundongos mdx com 48 semanas apresentaram uma grande redug¢do no
namero de mastocitos (Figura 27). As fémeas mdx com 24 e 48 semanas
apresentaram respectivamente 5 mastécitos/mm? e 4.2 mastécitos/mm?, que
representou média menor de mastécitos que os camundongos C57BL/10 pareados
(16,8 e 68 mastécitos/mm? respectivamente). Anélise comparando mastécitos nos
camundongos mdx machos e fémeas mostrou que os camundongos mdx machos
com 12 semanas (24 mastécitos/mm?) e 48 semanas (15 mastécitos/mm?)
apresentaram significativamente mais mastocitos do que camundongos mdx fémeas

pareadas.
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Figura 25 - Fotomicrografia do omento de camundongos machos corados pelo

Giemsa.
Camundongos machos C57BL/10 (A) e mdx (B) com 48 semanas. Pelo menos 3 animais

por grupo foram analisados. Setas = mastécitos. Barra= 50um.
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Figura 26 - Fotomicrografia do omento de camundongos fémeas corado pelo Giemsa.
Camundongos fémeas C57BL/10 (A) e mdx (B) com 48 semanas. Pelo menos 3 animais por
grupo foram analisados. Setas = mastdcitos. Barra= 50um
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Figura 27- Morfometria de mastécitos no omento.
Séo representados camundongos mdx e C57BL/10 machos e fémeas onde * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Cada

barra represena a média e seu respectivo desvio padrao.
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5.7. Expressao de Sca-1 no omento do camundongo mdx

A Imunomarcacdo para antigeno Sca-1 foi feita para analisar a presenca de
progenitores hematopoiéticos (Ito, Li et al.,, 2003) no omento. As células Sca-1
positivas foram encontradas em maior numero nos camundongos mdx e localizaram-

se preferencialmente nas regides de milk spot (ver Figura 28).



Figura 28- Imunomarcacdo para Sca-1 no omento de camundongos fémeas.
Camundongos fémeas com 24 semanas. C57BL/10 (A) e mdx (B). Pelo menos 3 animais
por grupo foram analisados.Barra = 50um MS = milk spot, TA= Tecido adiposo.
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5.8. Fenotipagem das células do omento do camundongo

mdx:

5.8.1. Determinacao da celularidade do omento.

As alteracBes histolégicas indicaram ser importante a determinacdo da
celularidade do omento e do peritbnio para confirmar uma possivel ativacdo desses
locais.

Em relacdo ao controle C57BL/10 pareado, a celularidade no omento do
camundongo mdx com 12 semanas estava aumentada (Figura 29), porém uma
diferenga significativa so foi evidenciada no mdx com 24 semanas. As fémeas
C57BL/10 com 24 semanas apresentaram maior celularidade que os machos
pareados. Isto foi ainda mais evidente nos camundongos mdx fémeas com um

aumento duas vezes maior em relacdo ao macho pareado.
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Figura 29 - Celularidade do omento.
As barras representam a média e respectivo desvio padrdo dos resultados obtidos da
celularidade do omento de 3 pools de animais por linhagem. A analise estatistica foi

baseada no teste t de Student sendo * p<0,05.

5.8.2. Fenotipagem dos linfocitos T

Independente do género, o omento de camundongos mdx com 12 e 24
semanas apresentou em relacdo ao controle C57BL/10 um aumento significativo no
valor absoluto de linfocito T CD4" e CD8". As fémeas com 24 semanas
apresentaram aumento significativo do porcentual de células CD8" em comparacéo
com controle C57BL/10 pareado. Também foi observado aumento significativo no
porcentual de células CD4" no omento de camundongos mdx fémeas com 24
semanas em relacdo aos camundongos mdx machos pareados. No peritdnio
observamos um aumento no porcentual de células CD4" no mdx macho com 24

semanas em relagdo ao controle C57BL/10, mas o camundongo mdx macho
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apresentou valor relativo menor de células CD4" em 24 semanas em relagdo a
fémea pareada (Figuras 30, 31, 32).

A andlise comparativa do porcentual de linfécitos T CD8" no peritonio indicou
uma diferenca significativa entre o camundongo mdx com 12 semanas e o C57BL/10
pareado, também entre camundongos mdx com 24 semanas € 0 camundongo nao
distrofico pareado além de discreto aumento no porcentual dessas células no
peritdnio das fémeas mdx com 24 semanas em relacédo ao C57BL/10 pareado.

Para caracterizar a populacdo de células CD3"CD4 CD8 foram feitas analises
de dot plot da expressdo de CD4 e CD8 dentro da populagdo de células CD3" nos
animais com 24 semanas (Figura 33). Nao se observou diferenca significativa em
relacdo ao porcentual de células CD3'CD4CD8 tanto no omento quanto na
cavidade peritoneal, mas foi possivel detectar um aumento significativo nos valores
absolutos do omento do mdx macho em relacdo ao C57BL/10 macho. Também se
observou aumento dos valores absolutos das mdx fémeas em relacdo a fémea
C57BL/10 e em relacdo aos camundongos mdx macho (Figura 33) .

O antigeno CD25 além de ser a cadeia a do receptor de alta afinidade para
IL-2 é também um marcador de células ativadas e/ou regulatérias (Polanczyk,
Carson et al., 2004; Anderson, Oukka et al., 2007; Tiemessen, Jagger et al., 2007,
Tran, Ramsey et al., 2007). A avaliagdo de CD25 nos linfocitos de CD4" (Figura 34,
35) mostrou n&o haver diferenca significativa no porcentual das células CD4'CD25"
no omento de camundongos mdx e C57BL/10 com 12 semanas, porém foi
observado aumento 2,8 vezes maior na celularidade global (nUmero absoluto) da
subpopulacdo de células CD4"CD25" nos camundongos mdx macho. No omento do
mdx macho com 24 semanas foi observado aumento do porcentual e numero
absoluto de células CD4"CD25" em relacéo ao controle C57BL/10. As fémeas mdx

apresentaram, em relacdo aos machos mdx, porcentual maior de células
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CD4'CD25". N&o foi observada diferenca significativa no porcentual de células
CD4"CD25" no peritbnio. Com relagéo as células CD8'CD25" os porcentuais foram

sempre menores que 0,25% logo ndo consideramos as flutuacdes dessas células.
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Figura 30- Andlise por citometria de fluxo dos subtipos de linfécitos T no omento.

Sao representados camundongos machos (A) e fémeas (B) na idade de 24 semanas. Cada

painel mostra um histograma com perfil representativo da marcacdo de CD3 nos

camundongos C57BL/10 e mdx, e gréaficos de pontos da expressdo de CD4 e CD8 dentro da

populacdo de células CD3 ™.
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Figura 31 - Analise por citometria de fluxo dos subtipos de linfécitos T no peritdnio.

Sao representados camundongos machos (A) e fémeas (B) na idade de 24 semanas. Cada
painel mostra um histograma com perfil representativo da marcacdo de CD3 nos camundongos
C57BL/10 e mdx, e graficos de pontos da expressdo de CD4 e CD8 dentro da populacdo de

células CD3 *.
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Figura 32 - Analise dos subtipos de linfécitos T no omento e peritdnio.

Valores relaltivos (A, D, C e F) e absolutos (B, E) dos linfécitos T CD4" e CD8" no omento
(A, B, D, E) e peritonio (C, F) dos camundongos mdx e C57BL/10. As barras representam a
média e respectivo desvio padrdo. Foram incluidos 3 pools de animais por linhagem. A

andlise estatistica foi baseada no teste t de Student sendo * p<0,05, **p<0,01 e ***p< 0,001.
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Figura 33 — Andlise das populacdes CD3"CD4 CD8 no omento e periténio.
Gréafico com valores relativos (A) e absolutos (B) das células CD3"CD4°CD8 no omento e
valores relativos no peritdnio(C). Foram incluidos 3 pools de animais por linhagem Cada

barra representa a média e seu desvio padrao.
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Figura 35 - Andlise da expresséao do antigeno CD25 nas células CD4".
Valores relativos (A, C) e absolutos (B) da expressdo de CD25 no omento (A, B) e peritdnio
(C). As barras representam a média e seu respectivo desvio padrdo. Foram incluidos 3

pools de animais por grupo. A andlise estatistica foi baseada no teste t de Student. * p<0,05
e **p<0,01.
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5.8.3. Presenca de células NK e NKT no omento e periténio

Os anticorpos monoclonais especificos para NK1.1 e CD3 foram utilizados
para identificar como NK as células NK1.1'CD3" e como NKT as células NK1.1°CD3"
(Figura 36).

O omento de camundongos mdx machos com 24 semanas mostrou uma
reducdo significativa das células NK em relacdo ao camundongo C57BL/10 pareado.
Camundongos mdx machos com 12 semanas e fémeas com 24 semanas
apresentaram reducéo discreta ndo significativa que ndo correspondeu a queda nos
valores absolutos (Figura 37).

Camundongos mdx fémeas apresentaram aumento no total dessas células
em relacdo ao camundongo mdx macho com 24 semanas. Nao foi observada
diferenca significativa no porcentual de células NK no periténio.

Os porcentuais de células NKT apresentaram-se significativamente
diminuidos no omento em todas as idades nos camundongos mdx analisados em
relacdo ao C57BL/10 pareado. Com relacdo a andlise absoluta observamos que os
camundongos mdx fémeas com 24 semanas apresentaram mais linfocitos NKT que
os camundongos mdx machos com 24 semanas. O porcentual de linfécitos NKT no
peritbnio dos camundongos mdx machos com 12 semanas e 24 semanas se
mostrou maior que o dos respectivos camudongos controle C57BL/10 com 12 e 24

semanas.
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Figura 36 Presenca de células NK e NKT no lavado peritoneal.

NK1.1

86

Diagrama representativo da expressao de NK1.1 e CD3 nas células do lavado peritoneal de

camundongos machos C57BL/10 e mdx com 12 semanas.
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Figura 37 - Andlise das populacfes de células NK e NKT no omento e peritonio.
Valores relativos (A, D, C e F) e absolutos (B, E) das células NK e NKT no omento (A, B, D,
E) e peritbnio (C, F) de camundongo mdx e C57BL/10. As barras representam a média e
respectivo desvio padrdo. Foram incluidos 3 pools de animais por linhagem. A analise
estatistica foi baseada no teste t de Student sendo * p<0,05 e **p<0,01.
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5.8.4. Linfécitos B no omento e peritbnio de camundongos mdx

Em relacdo aos camundongos C57BL/10 pareados foi observada uma
reducdo significativa de linfocitos B (células B220°CD19") no omento de
camundongos mdx machos com 12 semanas e fémeas com 24 semanas (Figura
38). Camundongos mdx machos com 24 semanas apresentaram em relacdo ao
camundongo C57BL/10 um aumento significativo no porcentual de células B.
Camudongos mdx apresentaram em todas as idades mais linfécitos B (valor
absoluto) que os camundongos controle, observando-se ainda uma diferenca maior
(1,4 vezes) nos camundongos mdx com 24 semanas em comparacao com os mdx
com 12 semanas. As fémeas mdx apresentaram duas vezes mais linfocitos B (valor
absoluto) que os mdx machos. Ndo se observou diferenca significativa no valor

relativo de linfécitos B no peritonio.
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Figura 38 — Analise das células B no omento e periténio.

Valores relativos de linfécitos B (B220" CD19") no omento (A) e peritbnio (C) e nimeros
absolutos no omento (B). Cada barra representa a média e respectivo desvio padrdo. Foram
incluidos pelo menos 3 pools de animais por linhagem. A analise estatistica foi baseada no
teste t de Student sendo * p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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5.9. Anélise de progenitores no omento e periténio do

camundongo mdx.

A andlise de progenitores (Sca-1+) foi feita em uma regido que abrangeu
linfécitos, macréfagos e granulécitos sendo excluidos macrofagos (Mac-1), linfocitos
T (CD3) e linfécitos B (CD19), que podem expressar o marcador Sca-1. As células
residuais com grande probabilidade de serem progenitores foram analisadas com
relacédo ao perfil de expresséo de B220 (CD45) e c-kit (CD117). Foram definidos trés
grandes grupos de células pelo perfil de expressdo do antigeno de células tronco:
Sca-1" Sca-1™ Sca-1" (Figura 39). Foram definidas essas 3 populacées pelo fato
do nivel de expressao desse e outros marcadores de célula tronco poderem variar
de acordo com o sitio anatbmico onde as células se encontram, da populacéo
analisada e do estagio de diferenciacao (Wong, Lowes et al., 2007; Nagano, Yoshida
et al., 2008). A populacdo de células Sca-1"° ndo foi mostrada por ndo apresentar

flutuac@es significativas.
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Figura 39 - Células progenitoras no omento do mdx com 24 semanas.

A — Grafico de pontos para analise morfolégica e selecédo da regido de analise. SS = side
scatter (disperséao lateral) and FS = foward scatter (disperséo frontal).

B — Representacdo grafica de células Sca-1. Foram delimitadas 3 regides: Sca-1 low
(baixa), int (intermediaria) e high (alta).

C- Perfil da expressdo de Mac-1 e CD3 nas células Sca-1™

D - Perfil da expressédo de CD19 nas células Sca-1"Mac-1'CD3:

E - Perfil da expressao de cKit (CD117) e B220 (CD45) nas células Sca-1"Mac-1'CD3 CD19
. As células foram classificadas em progenitores B220°ckit, B2207ckit", B220"ckit" e

B220"ckit. Verde =Autofluorescéncia das células sem anticorpo(puras); vermelho =

marcagao das células marcadas com anticorpo.
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5.9.1. Analise das células com fenétipo Sca-1"B220"ckit’

Em relacdo ao controle pareado foi observado no omento e no peritbnio de
camundongos mdx com 12 semanas, um aumento de células com fenétipo Sca-
1"B220*ckit (Figura 40). Camundongos mdx com 24 semanas apresentaram
diminuicdo no porcentual de células progenitoras Sca-1"B220*ckit em relagédo ao
mdx com 12 semanas, mas ndo foi observada diferenca no porcentual dessas
células entre o camundongo mdx e o controle C57BL/10. Camundongos mdx macho
com 24 semanas apresentaram porcentual menor de células Sca™ B220" ckit” do que
mdx macho com 12 semanas.

A andlise do valor absoluto mostrou um aumento significativo de células Sca-
1" B220* ckit nos camundongos mdx machos com 12 semanas em relagdo ao
camundongo mdx macho com 24 semanas. Em relacdo ao controle pareado, todos
os camundongos mdx apresentaram um discreto aumento de células com fenétipo

Sca™B220"ckit somente em relacédo aos camundongos com 24 semanas.
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Figura 40 - Analise dos progenitores Sca-1"B220"ckit".

Andlise efetuada dentro da populacédo de células Sca-1" (A, C, E), Sca-1™ (B, D, F). Valores
relativos (A, B) e absolutos (C, D) no omento e valores relativos do periténio (E, F). O
porcentual de células foi calculado em relacédo ao total de células. As barras representam a
média e respectivo desvio padrdo. Pelo menos trés pools de animais foram analisados por
grupo sendo* p<0,05

5.9.2. Andlise de células com fendtipo Sca-1"B220"ckit”

O omento do camundongo mdx com 12 semanas apresentou menos células
Sca-1'B220"ckit” em comparagdo com controle C57BL/10, independente da
intensidade de expressao de Sca-1, mas essa diferenca nao foi significativa. Nao foi
observada diferenca significativa no nimero de células Sca-1"B220"ckit" no omento

entre o camundongo controle e o distréfico mdx com 12 e 24 semanas (Figura 41).
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Figura 41 - Andlise dos progenitores Sca-1"B220"ckit".

Andlise efetuada dentro da populacdo de células Sca-1" (A, C, E), Sca-1™ (B, D, F). Valores
relativos (A, B) e absolutos (C, D) no omento e valores relativos do periténio (E, F). O
porcentual de células foi calculado em relagédo ao total de células. As barras representam a

média e respectivo desvio padrdo. Pelo menos trés pools de animais foram analisados por

grupo.

5.9.3. Andlise de células com fendtipo Sca-1"B220ckit”

O omento de camundongos C57BL/10 com 12 semanas apresentou um
porcentual maior de células Sca-1"B220ckit" e Sca-1"B220°ckit" que o peritdnio
(Figura 42). Também foi observada uma discreta queda no porcentual de células

Sca-1"B220°ckit+ no omento de camundongos mdx machos e fémeas em relacdo
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aos respectivos controles C57BL/10. Omento de camundongos machos com 24
semanas apresentou em relacdo aos com 12 semanas discreta redugdo no
porcentual de células com fenétipo Sca-1™B220 ckit".

O omento de camundongos mdx macho com 24 semanas apresentou em
relacdo ao camundongo C57BL/10 pareado, um aumento no numero global de
células Sca™ B220" ckit. O mesmo padrdo foi observado nos animais com 12

semanas.
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Figura 42 - Andlise dos progenitores Sca-1"B220°ckit".

Anélise efetuada dentro da populacédo de células Sca-1" (A, C, E), Sca-1™ (B, D, F). Valores
relativos (A, B) e absolutos (C, D) no omento e valores relativos do peritonio (E, F). O
porcentual de células foi calculado em relagé@o ao total de células. As barras representam a
média e respectivo desvio padrdo. Pelo menos trés pools de animais foram analisados por

grupo sendo* p<0,05

5.9.4. Andlise de células com fen6tipo Sca-1" B220 ckit”

N&o foram observadas diferencas significativas nos percentuais de células
Sca-1"B220°ckit no omento do mdx e C57BL/10 (Figura 43). O porcentual de células
Sca-1"B220" ckit, no periténio do camundongo mdx macho com 24 semanas se

mostrou menor que no mdx macho com 12 semanas. O mesmo padrao foi
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observado também entre os controles C57BL/10 com 12 e 24 semanas, porém sem
significancia estatistica. Os camundongos mdx fémeas, no entanto apresentaram
porcentagem maior de células com esse perfil em relacdo aos camundongos mdx
machos de mesma idade, mas essa diferenga n&o se mostrou significativa.
Independente da intensidade da expressédo de Sca-1 (exceto as células Sca-
1"° das fémeas) foi observado no omento maior nimero de células B220 ckit no mdx
com 24 semanas quando comparado com o camundongo C57BL/10 pareado (Figura
43). Além disso, essas células estdo significativamente em maior nidmero no
camundongo mdx fémea com 24 semanas em relacdo ao camundongo mdx macho

pareado.
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Figura 43 - Analise de progenitores Sca-1"B220ckit" .

Andlise efetuada dentro da populacédo de células Sca-1" (A, C, E), Sca-1™ (B, D, F). Valores
relativos (A, B) e absolutos (C, D) no omento e valores relativos do periténio (E, F). O
porcentual de células foi calculado em relagéo ao total de células. As barras representam a
média e respectivo desvio padrdo. Pelo menos trés pools de animais foram analisados por
grupo sendo* p<0,05.

5.10. Atividade de metaloproteinases

Uma vez que a capacidade regenerativa do tecido muscular esta relacionada
com a atividade de metaloproteinases utilizamos a técnica de zimografia a fim de
investigar a atividade da MMP-9 (100kDa), da pr6-MMP-2 (60kDa) e a forma ativa

da MMP-2 (55kDa) no lavado peritoneal e no diafragma.
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5.10.1. Atividade das metaloproteinases no diafragma

Camundongos C57BL/10 apresentaram apenas atividade da MMP-2 pre-pro6 e
pr6 MMP-2, ndo sendo detectadas MMP-9 e MMP-2 ativas (Figura 44).
Camundongos mdx com 5 semanas tanto machos quanto fémeas apresentaram
atividade discreta de MMP-9, porém com 12 semanas foi observado aumento
significativo na atividade da MMP-9 tanto em machos quanto fémeas, seguida por
uma diminui¢cdo consistente em 24 semanas tanto nos machos quanto nas fémeas
em relacao aos camundongos mdx da idade anterior. Também foi observada uma
reducao significativa na atividade da MMP-9 nas fémeas com 24 e 48 semanas em
relacdo aos camundongos mdx machos de idade pareada.

Camundongos mdx com 24 e 48 semanas apresentaram aumento da pro
MMP-2 em relagéo ao controle C57BL/10 pareado. Nao foi observado, no entanto,
diferenca na atividade da pr6 MMP-2 e MMP-2 ativa entre mdx machos e fémeas.

Vale ressaltar que MMP-2 ativa e MMP-9 apresentaram cinética semelhante
de atividade enzimatica. Com 5 semanas a atividade relativamente baixa, seguida
de um significativo aumento em ambos 0s generos no mdx com 12 semanas e

reducao significativa no mdx com 48 semanas.
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Figura 44 - Atividade das metaloproteinases no diafragma.

(A) Zimograma ilustrativo do diafragma de camundongos mdx e C57BL/10 machos e fémeas
com 5, 12, 24 e 48 semanas. (B) Analise densitométrica da atividade das MMPs pelo
programa Scion. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Barra representa a

média e respectivo desvio padrao.
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5.10.2. Atividade das metaloproteinases no lavado peritoneal

Independente da linhagem, género e idade, ndo foi detectada, de forma
consistente, atividade da MMP-2 ativa no lavado peritoneal (Figura 45). As fémeas
mdx com 5 semanas, apresentaram um aumento significativo da atividade MMP-9
em relacdo aos machos mdx e controles C57BL/10 com 5, 12 e 24 semanas, mas
uma reducgéo significativa em 48 semanas com relacdo ao camundongo C57BL/10
pareado.

N&o foi observada diferenca significativa na atividade da pr6 MMP-2 entre as
idades. Quando comparamos machos e fémeas com 5 semanas, observamos um
aumento significativo na atividade da pr6 MMP-2 nos camundongos mdx fémeas em

relacdo aos machos.
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Figura 45 - Atividade das metaloproteinases no lavado peritoneal.

Zimograma ilustrativo (A) do lavado peritoneal do mdx e C57BL/10 macho e fémea com 5,
12, 24 e 48 semanas. As areas claras sao de regibes de lise no fundo corado com
Coomassie R-250. Em B a Representacdo grafica (B) da andlise densitométrica da atividade
das MMPs pelo programa Scion. Pelo menos 3 animais por grupo foram analisados. Cada

barra representa a média e respectivo desvio padrao.
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5.10.3. Influéncia da omentectomia na atividade das
metaloproteinases

A omentectomia (OTX) de camundongos mdx machos e fémeas teve por
objetivo avaliar a possivel influéncia do omento no perfil de remodelagem do
diafragma e na atividade de metaloproteinases no fluido peritoneal. Os animais
foram submetidos a OTX na idade de 5 semanas quando o omento do mdx ainda
nado estd aparentemente ativado e sacrificados com 12 semanas quando o
diafragma apresenta atividade elevada das metaloproteinases 2 e 9, sendo coletado
o diafragma, como musculo sob influencia direta da cavidade peritoneal e o
gastrocnémio como musculo distante da cavidade (Figura 46).

O camundongo mdx macho OTX apresentou em relagdo ao camundongo mdx
controle ndo operado e o sham diminuicdo significativa da atividade da MMP-9 no
diafragma (Figura 47) e também diminui¢do significativa na atividade da pr6 MMP-2
(97,6 = 30) em relagéo ao camundongo mdx controle ndo operado. Em contraste as
fémeas mdx OTX, apresentaram aumento significativo na atividade da pré MMP-2
em relacdo aos camundongos mdx sham. A MMP-2 ativa nos diafragmas de machos
e fémeas OTX apresentou reducdo de 2,4 e 2,7 vezes respectivamente em
comparacao com o mdx controle ndo operado. Camundongos mdx sham operados
também apresentaram diminuicdo da MMP-2 ativa.

N&o se observou diferenca significativa da atividade de MMP-9 no lavado
peritoneal dos grupos analisados. O lavado peritoneal dos camundongos machos
OTX apresentou 2,4 vezes menos pré MMP-2 do que camundongo mdx controle. A
atividade da pr6 MMP-2 no lavado peritoneal de camundongos fémeas sham estava

reduzida em relagéo ao controle ndo operado e OTX.
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O musculo gastrocnémio foi muito afetado pela omentectomia. Os
camundongos mdx machos OTX apresentaram aumento de 1,8 vezes na atividade
da MMP-9 no musculo gastrocnémio em relagdo aos camundongos controle e sham.
Fémeas OTX apresentaram aumento de 4 vezes na atividade da MMP-9 em
comparacdo com camundongos sham. A omentectomia também aumentou a
atividade da pr6 MMP-2- no musculo gastrocnémio dos machos em comparacao
com os grupos controle e sham. As fémeas OTX apresentaram maior atividade da
pr6 MMP-2 em comparac¢do com grupo sham e o controle. O musculo gastrocnémio
de machos OTX mostrou aumento de 2,5 vezes na atividade da MMP-2 ativa em
relacdo aos grupos controle e sham, enquanto as fémeas apresentaram uma
reducdo de 1,6 vezes da atividade da MMP-2 ativa em comparagdo com O grupo

controle e uma suave reducdo em relagao ao grupo sham. .



106

A

Controled Sham & OTXJ3 Controle ? Sham ¢ OTX?

100kDa

MMP-9

Pré6 MMP2
MMP?2 ativa
Controled Sham & OTX.&4 Controle ¢ Sham ¢ OTX?
MMP-9
Pré6 MMP2
Controled Sham & OTX.4  Controle ¢ Sham ¢ OTX?
100kDa MMP-9

Pro MMP2
60 kDa

55 kDa MMP2 ativa

Figura 46- Efeito da omentectomia(OTX) na atividade das metaloproteinases.
Zimograma ilustrativo da MMP-2 e MMP-9 no diafragma (A), lavado peritoneal (B) e musculo
gastrocnémio (C). As areas claras séo regides de lise no fundo corado com Coomassie R-
250.
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Figura 47 - Analise densitométrica da atividade de metaloproteinases apoés

omentectomia (OTX).

Sao representadas a MMP-9, pr6 MMP-2 e MMP-2 ativa no diafragma, lavado peritoneal e

musculo gastrocnémio. Pelo menos 5 animais por grupo foram analisados. Barras

representam a média e respectivo desvio padréo. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.



6. DISCUSSAO

A distrofia muscular de Duchenne € uma doenca cronica onde complicacdes
cardiorrespiratérias representam a principal causa de morte (Wagner, Lechtzin et al.,
2007; Grounds, 2008). Ja o modelo murino mdx apresenta uma forma de miopatia
relativamente benigna e nado fatal. No entanto, o musculo diafragma nesse modelo
apresenta caracteristicas peculiares que classicamente o aproximam do observado
na DMD humana como fibrose precoce e mais intensa que em outros musculos. O
diafragma do camundongo mdx apresenta um inicio de processo inflamatério mais
discreto e precoce em relacdo aos musculos de membros inferiores e superiores,
gue se inicia em torno de 15 dias de vida pés-natal, que progressivamente se agrava
com a idade (Grounds, Radley et al., 2008).

A manutencdo do processo inflamatério no diafragma, ao longo de todas as
idades, € evidente pela maior producéo local de quimiocinas (RANTES, MIP1-a) e
expressdo de seus receptores em relacdo aos musculos de membros inferiores em
todas as fases da miopatia (Demoule, Divangahi et al., 2005). Contudo, observa-se
um pico de regeneragao tardio (24 semanas), com alta atividade de MMP-2 e
capacidade regenerativa frente a lesées induzidas em alguns momentos, até maior

gque o proprio camundongo nao distréfico, sugerindo a existéncia de um
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microambiente com capacidade de remodelagem intensa (Matecki, Guibinga et al.,
2004; Demoule, Divangahi et al., 2005; Bani, Lagrota-Candido et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo estabelecer uma provavel influéncia do
microambiente da cavidade peritoneal com as alteracdes na fisiopatologia da lesdo
muscular do diafragma do camundongo mdx.

A andlise histologica do diafragma confirmou as principais alteracdes
descritas na literatura (Ishizaki, Suga et al., 2008; Turgeman, Hagai et al., 2008). A
inflamacédo foi detectada em fases iniciais (5 e 12 semanas), a fibrose observada
inicialmente em 12 semanas foi se intensificando nas idades subsequientes e a
regeneracao do tecido muscular foi maior em 24 semanas. Todas as alteracdes
foram vistam em machos e fémeas sem muita diferenca aparente.

Como omento € o principal 6rgao linféide associado a cavidade celomatica
capaz de promover a hematopoese durante a vida embrionaria e adulta (Abo, 1993;
Hirai, Takemori et al., 1994; Krist, Koenen et al., 1997; Pinho Mde, Hurtado et al.,
2002; Pinho Mde, Hurtado et al., 2005), e contribui para o reparo tecidual.(Litbarg,
Gudehithlu et al., 2007; Singh, Gudehithlu et al., 2007; Singh, Patel et al., 2008;
Singh, Pancholi et al., 2009).

Nos observamos que o omento de camundongos mdx apresentou aumento
acentuado (pelo menos de 100%) no porcentual de areas ocupadas por milk spot
nas fémeas com 5 semanas e nos machos a partir de 12 semanas. Esse perfil
condiz com um estado de ativacdo do 6rgdo descrito na literatura, em omentos
ativados por particulas de polidextran onde mais de 70% do 6rgao era constituido
por milk spot e mesotélio (Litbarg, Gudehithlu et al., 2007; Singh, Gudehithlu et al.,
2007; Singh, Patel et al., 2008; Singh, Pancholi et al., 2009), além de apresentar

aumento de progenitores e de células tronco com fendétipo adulto e embrionario
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capazes de participar na regeneragao tecidual (Litbarg, Gudehithlu et al., 2007
Singh, Gudehithlu et al., 2007; Singh, Patel et al., 2008; Singh, Pancholi et al., 2009).
Estes dados indicam que embora o omento do mdx esteja aparentemente ativado,
ainda existe o potencial para uma inducdo de uma ativacdo mais expressiva. Neste
contexto, é relevante frisar que o tecido adiposo, um componente importante do
omento, € uma fonte rica de progenitores mesenquimais com potencial miogénico
(Di Rocco, lachininoto et al., 2006; Kim, Choi et al., 2006; Rodriguez, Alfonso et al.,
2006; Liu, Yan et al., 2007) além de exibir propriedade imunoneuroenddcrina por sua
atividade hormonal e pela secrecdo das adipocitocinas. Por exemplo, a leptina é
uma adipocitocina que estimula a linfopoiese B na medula 6ssea, diminui a apoptose
e estimula a proliferacéo de timécitos com fenétipo CD4'CD8* e CD4'CD8" (Tilg e
Moschen, 2006; Claycombe, King et al., 2008). Nesse aspecto, o omento do
camundongo mdx apresentou aumento no valor absoluto de linfécitos maduros,
sugerindo a possibilidade de existir in loco, um equilibrio eficiente entre ativacao e
expansdo das zonas de milk spot e manutencdo de um porcentual ideal de tecido
adiposo.

Reforcando a hipétese do estado de ativacdo do omento, foi evidenciada
maior densidade de fibras reticulares nos camundongos mdx com 12 e 24 semanas.
Essas fibras, compostas de colageno tipo Il e proteoglicanas, componentes da
matriz extracelular s&o importantes na sustentacdo do arcabouco tecidual
(Junqueira, 2004)especialmente nos orgaos linfomieldides que precisam se adaptar
rapidamente a alteracdes de volume e dinamica de migracao celular (Van Marion,
Thiele et al., 2006).

A resposta inflamatoria e imunologica além de ajudar na eliminacdo dos

restos celulares (debris) € essencial para iniciar o reparo tecidual, inclusive
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favorecendo o transplante de mioblastos, influenciando a regeneracdo e fibrose
(Sicard, 2002; Henry e Garner, 2003; Prisk e Huard, 2003). O omento de
camundongos mdx com 24 semanas apresentou um aumento de células CD4",
CD8" e linfocitos B, que se organizaram numa topografia tipica de 6rgaos linfoides
com areas ocupadas por linfécitos T e B. Dados prévios da literatura mostram que
em situacdes de inflamacdo, o omento apresenta uma organizacao folicular de
linfécitos B (Kremli e Mamontov, 1990). Ao analisar a proliferacdo celular com
imunomarcacao para PCNA observamos que essa expansao se deve, ao menos em
parte, a um aumento de proliferacdo local. Curiosamente também encontramos no
omento de camundongos mdx, algumas regibes com predominio de células
B220"PCNA" sugerindo uma possivel organizacéo folicular com formac&o de centro
germinativo semelhante aos dados obtidos no linfonodo braquial de camundongo
mdx (Lagrota-Candido, Vasconcellos et al., 2002). Recentemente algumas lacunas
com relacdo a estrutura linféide do omento foram preenchidas com a identificacdo da
formacao de foliculos atipicos com presenca células dendriticas extrafoliculares, mas
ndo em rede. Essas estruturas suportam hipermutacdo somatica, além do
estabelecimento de resposta imune T-dependente com apresentacao local e com
recirculacdo de linfécitos T efetores de linfonodos periféricos (Carlow, Gold et al.,
2009; Rangel-Moreno, Moyron-Quiroz et al., 2009).

Dados sobre os efeitos de hormonios sexuais na resposta inflamatoria sao
muitas vezes contraditorios, porém a presenca de sitios responsivos a estrégeno na
regido promotora do gene do INF-y (Fox, Bond et al., 1991; Siracusa, Overstreet et
al., 2008) indica que este hormdnio pode influenciar na ativacdo do sistema imune.
Em doses contraceptivas (ndo fisiologicas), o estradiol apresenta em modelos

murinos de inflamacao peritoneal, efeitos antinflamatorios, restringindo a ativagéo de
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linfécitos, macrofagos, e inibindo a prépria inducédo de INF-y (Salem, Hossain et al.,
2000; Salem, Matsuzaki et al., 2000). Estradiol também inibe a expressdo de
moléculas de adesédo ICAM-1 e VCAM-1 como visto na diferente cinética de leséo
muscular induzida entre machos e fémeas (St Pierre Schneider, Correia et al., 1999).
Ja o hormdnio sexual masculino testosterona, inibe a producéo de TNF-a, IL1-B e IL-
6 em culturas de macréfagos ativados por INF-y, enquanto estradiol apresenta efeito
inverso (Capellino, Villaggio et al., 2005).

Nos experimentos de citometria de fluxo as comparacbes entre géneros
apenas foram realizadas nos animais de 24 semanas onde, como descrito pelo
grupo, ocorre um aumento na ativacdo de células satélites no diafragma (Bani,
Lagrota-Candido et al., 2008).

Como o omento do mdx apresenta uma grande expansao celular nas idades
analisadas os valores absolutos tenderam na maior parte dos casos a ser muito
maiores que o dos controles pareados. Além disso, os omentos de camundongos
mdx fémeas apresentaram aumento porcentual de linfocitos T CD4" talvez pela
ativacdo do promotor do gene INF-y por estradiol, que favorece ativacdo de células
com perfil Thl. O porcentual de linfécitos T CD4" na cavidade peritoneal de animais
com 12 semanas foi maior que nos animais com 24 semanas. Especula-se um efeito
do envelhecimento, porém em relagdo ao controle nao distréfico, camundongos mdx
machos e fémeas com 24 semanas, apresentaram muito mais linfécitos T CD4" no
lavado peritoneal. Dependendo do microambiente e das citocinas produzidas
localmente, células T CD4" podem se diferenciar de linfocito T virgem (naive) para
efetor (Chen e O'shea, 2008). Linfocitos T CD4 T-bet'Stat4*(Thl) estdo envolvidos
na ativacdo de mecanismos de imunidade celular, secretam dentre outras citocinas o

INF-y (Chen e O'shea, 2008), citocina que induz ativagdo de MMPs, promovendo
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remodelagem tecidual e regeneracao mais eficiente em diversos modelos de injuria
(Shi, Wakil et al., 1997; Wynn, 2004) inclusive do musculo esquelético (Foster, Li et
al., 2003). Recentemente foi mostrado que IFN-y € produzido constitutivamente pelo
musculo, sendo importante para proliferacdo, fusdo e diferenciacdo de miotubos
(Cheng, Nguyen et al., 2008). Linfocitos T CD4*GATA-3"Stat-6"(Th2) desempenham
um papel mais relevante na inducdo de fibrose, pela expressdo de citocinas
profibrogénicas como TGF-B, IL-4 e IL-13 (Chen e O'shea, 2008; Essakalli, Brick et
al., 2009). Essas citocinas estimulam fibroblastos, aumentam a expressdo em
fibroblastos da a-actina de células musculares lisas, um pré-requisito para a
contracdo e entrelacamento de fibras colagenas, da integrina a21 necessaria para
adeséao de fibroblastos (Kondo, Kagami et al., 2004; Lakos, Takagawa et al., 2004,
Kopp, Preis et al., 2005; Campaner, Ferreira et al., 2006; Ramos, Montano et al.,
2006), e induzem a producédo local de inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPS) reduzindo assim a remodelagem tecidual (Wynn, 2004; Abraham, Shapiro
et al., 2005; Oviedo-Orta, Bermudez-Fajardo et al., 2008).

Linfécitos TCD4'CD25"Stat5'FOXP3" apresentam atividade supressora tanto
pela secrecdo de citocinas (p. ex. IL10) como por mecanismos de contado direto
relacionados a expressédo de citocinas aderidas a membrana (TGF-f3) e receptores
como CTLA-4 (Tran, Ramsey et al.,, 2007; Chen e O'shea, 2008; Vandenbark e
Offner, 2008). Neste contexto, camundongos mdx macho com 12 e 24 semanas
apresentaram em relacdo ao controle ndo distrofico aumento de linfocitos
TCD4'CD25", porém as fémeas mdx pareadas (24 semanas) apresentaram um
aumento ainda maior dessa subpopulacdo. Estes dados sugerem uma maior
ativacao linfocitaria, porém o infiltrado inflamatério na maioria dos musculos dos

animais com 24 semanas € muito reduzido e no diafragma, a atividade da MMP-9,
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intimamente associada com o influxo de células inflamatérias, € muito baixa
especialmente nas fémeas mdx. Isto sugere que talvez as células CD4'CD25" sejam
linfocitos T ativados apresentando caracteristica regulatéria. No modelo experimental
da encefalomielite autoimune experimental (EAE), linfécitos T de camundongos
machos secretam preferencialmente IL-10 enquanto que nas fémeas os linfocitos T
secretam INF-y e apresentam fenétipo da doenca mais grave (Bebo, Schuster et al.,
1999). Porém, o tratamento de camundongos fémeas e de esplendcitos em cultura
com estradiol causa uma expansao de linfécitos com fenétipo CD4"CD25'FOXP3"
(Polanczyk, Carson et al., 2004; Siracusa, Overstreet et al., 2008). Um outro ponto
importante é que a citocina IL-10 é anti-fibrogénica. Em conjunto esses dados
indicam a importancia de relacionar flutuaces hormonais com a fisiopatologia da
miopatia no mdx macho e fémea além de analisar a participacdo de células
expressando o marcador FOXP3.

Linfécitos T com fendtipo CD4'Stat3"'RoRy" (Th17) s&o induzidos pela
estimulagdo simultdnea com citocinas tradicionalmente classificadas em anti e pro
inflamatorias como a IL1-B, TGF-B, e IL-6 (Stockinger, Veldhoen et al., 2007; Chen e
O'shea, 2008; Essakalli, Brick et al., 2009). Essas células recentemente foram
associadas a uma menor deposicdo de coldgeno no modelo de fibrose pulmonar
(Simonian, Roark et al., 2009). Os Diafragmas de camundongos mdx apresentam
altos niveis de RNAm da citocina TGF- principalmente nas fases iniciais da doenca
com a maior atividade inflamatoria (Gosselin, Williams et al., 2004), sugerindo uma
possivel ativacdo desse subtipo de linfocitos in loco.

No peritonio, observamos aumento no porcentual de linfécitos TCD8" em
todos os grupos de camundongos mdx (de forma mais discreta nas fémeas com 24

semanas), porém no omento, o porcentual estava aumentado de modo consistente



115

apenas nos camundongos mdx machos com 12 semanas e nas fémeas com 24
semanas. Tendo em vista que encontramos esse tipo celular em fases com baixa
inflamacéo, estes dados sugerem que esses linfécitos ndo estdo apenas
participando da miopatia através de sua atividade citotoxica e proinflamatoria, mas
também através de sua atividade regulatéria. Dentre as subpopulacdes de linfécitos
T CD8" ha subtipos produtores de citocinas distintas. Uma popula¢ido envolvida no
controle da inflamacdo apresentaria caracteristica regulatéria, menor atividade
citolitica, capacidade de inibir linfécitos T CD4", a secrecdo de IFN-y, e podem
secretar IL-10 (Zou, 2006; Lu e Cantor, 2008) e outra com funcdes mais classicas
deste tipo de linfécito. No camundongo mdx, essas células poderiam estar atuando
no controle da inflamag&o. Por outro lado, linfocitos TCD8" estdo presentes em
diversos musculos no infiltrado inflamatério de camundongos mdx na fase de
mionecrose (Spencer, Montecino-Rodriguez et al., 2001; Spencer e Tidball, 2001).
Alguns relatos sugerem a hipotese de que linfécitos T CD4" e CD8" poderiam estar
diretamente envolvidos na patogénese da lesdo muscular da miopatia (Spencer,
Montecino-Rodriguez et al., 2001; Spencer e Tidball, 2001). Além disso, outras
evidéncias apontam para participacdo de linfécitos T, principalmente CD8", na
fiborose e formacdo de cicatriz hipertréfica (Castagnoli, Trombotto et al., 1997;
Morrison, Lu et al., 2000). A menor deposicdo de coldgeno nos camundongos mdx
nude reforca essa hipétese (Morrison, Lu et al., 2000).

No omento de camundongos mdx com 24 semanas foi encontrado um
aumento no valor absoluto de células CD3" CD4 CD8" (células duplos negativas).
Dados recentes mostram que linfocitos T regulatérios TCRaB"CD3"CD4 CD8™ séo
capazes de inibir a resposta a xenoenxertos, induzir apoptose de linfécitos B e inibir

ativacdo de linfocitos T CD8" e células NK (He, Ma et al., 2007; Ma, He et al., 2008).



116

Neste contexto, € importante lembrar que o omento e o peritbnio podem ser
considerados importantes sitios de imunoregulacao.

Linfécitos NKT constituem outro grupo de células com fun¢cdes multifacetadas
gue basicamente sado classificadas em tipo |, com expressao preferencial da cadeia
de TCRa invariante (Va14-Ja18) e tipo Il, com maior diversidade de TCRs. Algumas
evidéncias mostram que a maioria das células NKT tipo Il ndo expressam NK1.1
(Terabe e Berzofsky, 2008). Ambas apresentam capacidade ubiqua de expresséo de
citocinas tanto de perfil Thl (INF-y e TNF-a) quanto Th2 (IL-4 e IL-13), sendo que as
do tipo | secretam adicionalmente IL-13, IL-17 e IL-21, mas sem nova transcricao,
visto que elas estocam RNAm para essas citocinas. O perfil das citocinas secretadas
depende dos sinais moleculares e do antigeno (geralmente estrutura glicolipidica)
apresentado por moléculas CD1d (Terabe e Berzofsky, 2007; Berzofsky e Terabe,
2008; Terabe e Berzofsky, 2008).

Essas células estdo envolvidas em vérias patologias bem como na
regeneracao tecidual em modelos de hepatectomia de forma dependente de TNF e
FAS/FAS-L (Swain, 2008). No modelo de lesédo hepatica induzida por tetracloreto de
carbono, a administracdo de B-glucosilceramida reduziu o nimero dessas células
além de causar uma menor deposi¢cao de colageno quando administrada no inicio ou
final do processo de inducéo da fibrose (Safadi, Zigmond et al., 2007). No entanto, o
antigeno utilizado apresenta efeitos imunomodulatorios diferentes da «-GalCer, que
promove uma rapida expansdo com inducdo concomitante de IL-4 e INF-y em
células NKT, aumentando a plasticidade dessas células e permitindo que elas
mudem o perfil de secrecdo de citocinas dependendo do microambiente e da
patologia em questdo (Safadi, Zigmond et al., 2007). Visto que essas células sao

ativadas de forma fasica, com uma expanséo rapida e subsequente queda, (Terabe
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e Berzofsky, 2007; Swain, 2008) a metodologia usada pode interferir na obtencéo de
resultados e na avaliacdo adequada do papel dessas células no balanco entre
regeneracdo e fibrose. Neste contexto é provavel que elas tenham uma acéo
ambigua dependendo dos estimulos que acompanham a leséo tecidual.

O peritbnio de camundongos mdx macho com 12 e 24 semanas apresentou
porcentual significativamente maior de linfécitos NKT. A membrana celular € uma
fonte de esfingolipidios, que ao serem liberados no meio extracelular no processo da
lesdo muscular sofrem hidrélise e os produtos do catatabolismo como a ceramida,
representam mediadores para ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
satélites (Bruni e Donati, 2008). A presenca desses lipidios no lavado peritoneal
poderia estimular a expansao dessa subpopulacéo de linfécito. A menor atividade de
MMP-9 no diafragma de camundongos mdx fémeas com 24 semanas sugere uma
menor atividade inflamatoria, devido talvez a menor lesdo tecidual e menor liberacao
desses mediadores na cavidade peritoneal. Outra possibilidade seria a atividade
supressora de linfécitos T regulatorios sobre essas células (La Cava, Van Kaer et al.,
2006; Terabe e Berzofsky, 2008). Vale frisar que recentemente foi identificado que
0S musculos dos camundongos mdx ja em 4 semanas apresentam uma infiltracao
por linfécitos NKT e que um dos mediadores chave desse processo € a
osteopontina. A deplecdo desta citocina causa uma drastica reducéo na inflamacao
e na fibrose do coracédo e do diafragma (Vetrone, Montecino-Rodriguez et al., 2009).
Neste contexto seria interessante analisar os efeitos da estimulacdo crbnica de
células NKT | e Il com antigenos especificos e os efeitos da delecdo de CD1d no
camundongo mdx.

Linfocitos B constituem outra classe de células com funcédo na secrecao de

diversas classes de imunoglobulinas (Paul, 2003), na apresentacdo de antigenos
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presentes em baixa concentragao (Bettelli, Baeten et al., 2006) e na secrecdo de
citocina IL-10 por alguns subtipos (Bouaziz, Yanaba et al., 2008). A deple¢céo dessas
células no modelo experimental da esclerose sistémica, uma doenca autoimune
caracterizada pela producdo de anticorpos anti-fibrilina e intensa deposicdo de
colageno na pele, altera o perfil de secrecdo de citocinas para um perfil
Thl(Hasegawa, Hamaguchi et al., 2006). Interessante ressaltar que a partir de 12
semanas, os camundongos mdx mostram uma expansdo de linfécitos B-2 no
linfonodo braquial, um aumento na producdo de IgG e acumulo de plasmadcitos
secretores de IgA na medula 6ssea, que € mais evidente nos camundongos idosos
(Lagrota-Candido, Vasconcellos et al., 2002). Quando a fibrose ainda é pouco
evidente (12 semanas) o numero relativo de linfocitos B no omento do camundongo
mdx macho estava reduzido, porém nos camundongos mdx machos mais idosos (24
semanas) houve um aumento no porcentual dessas células enquanto que nos
camundongos mdx fémeas esse porcentual também estava reduzido. talvez
sinalisando para uma menor inducéo de fibrose, ou uma consequéncia do perfil de
ativacdo que os hormonios femininos promovem. Um fato interessante é que
adipdcitos do omento apresentam expressam receptores Fc para diversas classes
de imunoglobulina e a estimulacdo dessas células via FcRy inibe a secrecao de IL-
18 e IL-6 (Palming, Gabrielsson et al., 2006). Como 0s animais apresentaram
expansao de linfocitos B no omento, é possivel que a inibicdo da inflamacao esteja
relacionada com uma estimulacdo paracrina e sisttmica envolvendo adipocitos e
linfécitos B. A secrecdo de autoanticorpos € um evento importante na remocéo de
debris, sendo relevante avaliar o efeito da deplecao seletiva de linfocitos B, analisar
os subtipos de linfécitos B: (B-1, B-regulatério; B de zona marginal), plasmécitos e a

producéo de diferentes classes de imunoglobulinas.
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Mastocitos possuem funcbes amplas e diversas no reparo tecidual, como
fonte de fatores de crescimento como PDGF FGF-2, NGF e VEGF (Artuc, Hermes et
al., 1999; Cao, Boucher et al., 2006; Weller, Foitzik et al., 2006), citocinas, histamina
e triptase (Weller, Foitzik et al., 2006). Além disso, estas células participam de todas
as fases do reparo tecidual, desde o inicio com a degranulacdo de mastocitos
residentes e subsequente liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, até a fase de
deposicao de colageno e remodelagem tecidual pela secrecédo de MMP-1 e MMP-9 e
ativacao de fibroblastos (Di Girolamo e Wakefield, 2000; Baram, Vaday et al., 2001).
No musculo esquelético, a inibicdo da degranulacdo de mastécitos reduz a
mionecrose nos camundongos mdx e camundongos deficientes em mastdcitos
apresentam uma menor mionecrose quando submetidos a lesdo muscular isquémica
(Bortolotto, Morrison et al., 2004; Radley e Grounds, 2006).

Os resultados deste trabalho apontam para uma clara diferenca no niamero de
mastécitos entre géneros, com aumento nos camundongos mdx machos (com
excecdo de 48 semanas) e menor presenca dessas células no omento de
camundongos mdx fémeas ao longo de toda a miopatia. Sabe-se que horménios
femininos apresentam efeitos distintos dependendo da concentragdo e da célula.
Nos mastdcitos, o estradiol atua como agente indutor de degranulacdo e de aumento
na liberacdo de histamina via ativacdo de um receptor-a membranar ndo genémico
(Zaitsu, Narita et al., 2007). A aparente reducdo de mastocitos nas fémeas mdx,
pode estar relacionada com algum estimulo proé-migratorio, ou entdo por estas
células estarem degranulando de forma intensa, dificultando a sua identificagéo por
técnica histolégica convencional. Ainda é possivel que o omento de camundongo
mdx macho esteja seletivamente produzindo sinais para maturagao e diferenciagao

deste tipo celular, talvez por causa de mediadores de resposta Th2. Neste contexto,
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seria importante analisar a dinamica dessas células no peritdbnio, omento e
diafragma usando anticorpos especificos para mastécitos e/ou estratégias de
tratamento com drogas capazes de depletar especificamente esta populacdo. Outra
possibilidade para os resultados encontrados seria a supressado dessas células por
linfécitos T regulatérios através da ligacdo das moléculas CD134L /CD134(Gri,
Piconese et al., 2008) nos camundongos fémeas, uma vez que linfécitos
TCD4'CD25" estdo aumentados no omento das fémeas.

Outro ponto interessante € que linfécitos de camundongos machos
apresentam o dobro do conteddo do horménio adrenocorticotréfico em relacdo aos
linfécitos das fémeas (Csaba e Pallinger, 2009). Este horménio € induzido pelo
horménio liberador de corticotrofina (CRH) descrito como um potente estimulador da
ativacdo de mastocitos na pele, que expressam o receptor e também secretam o
horménio (Cao, Boucher et al., 2006; O'kane, Murphy et al., 2006; Rao e Brown,
2008; Wallon, Yang et al., 2008). Neste contexto é possivel especular que o
aumento no numero de mastdcitos no omento de camundongos mdx machos seja
fruto dessa alga hormonal que claramente insere essas células no eixo hipotalamo-
hipofisario-adrenal.

O omento de camundongos mdx esta aparentemente ativado pelo processo
patoldgico que ocorre nos musculos, 0 que sugere uma participacdo importante de
progenitores e fatores de crescimento como FGF-2 na fisiopatologia da lesé&o.

Os fatores de crescimento de fibroblastos correspondem a uma classe de
pelo menos nove fatores de crescimento diferentes que se ligam a trés classes de
moléculas: receptores tirosina quinase (FGR1-4), receptores ricos em cisteina
(CRFs) e a glicosaminoglicana heparan sulfato (Olwin e Rapraeger, 1992). Esses

fatores influenciam diferentes programas de diferenciacdo celular (Ito, Sawada et al.,
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2008; Quarto e Longaker, 2008), de ativacdo da proliferacdo de progenitores
musculares (Olwin e Rapraeger, 1992) e eventualmente na dediferenciacdo de
células adultas para um fenotipo embrionério (Durcova-Hills, Tang et al., 2008).
Moléculas dessa classe de fatores de crescimento sdo importantes para a
regeneracdo muscular (Nachtsheim, Dudley et al.,, 2006), neste contexto a sua
secrecdo pelo mesotélio peritoneal e pelo omento poderiam influenciar na
regeneracdo do muasculo diafragma. De fato, nossos experimentos de
imunohistoquimica para expressao de FGF-2 no omento mostraram que omento de
camundongos mdx apresentava muitos aglomerados de células fortemente
marcadas para FGF a partir de 12 semanas, sendo ainda maior a area de marcacao
no omento de camundongos machos e fémeas com 24 semanas. Como
heparanases e metaloproteinases podem liberar o FGF-2 associado a componentes
(proteoglicanos) da matriz extracelular (Olwin, Arthur et al., 1994; Levi, Fridman et
al.,, 1996) é possivel associarmos o0 aumento na atividade das MMPs com a
producdo de FGF no microambiente da cavidade peritoneal e a remodelagem do
musculo diafragma dos camundongos madx.

Sca-1 é uma molécula presente em progenitores de medula éssea e algumas
classes de progenitores com potencial miogénico (Ito, Li et al., 2003; Gilner, Walton
et al., 2007; Luth, Jun et al., 2008), sendo também encontrada em progenitores de
linfocitos T duplo negativos, células Mac-1" produtoras de 6xido nitrico, fibroblastos e
células epiteliais do rim (Johnson, Hanke et al., 1998; Ito, Li et al., 2003; Kumar, Zhu
et al., 2005). Algumas patologias com grande ativagdo de linfécitos T e B também
apresentam um aumento na expressdo de Sca-1 (Johnson, Hanke et al., 1998;
Kumar, Zhu et al., 2005). Neste trabalho mostramos numerosas células Sca-1

positivas nas regides de milk spots do omento de camundongos mdx.
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Com intuito de caracterizar células tronco de forma mais precisa foram
realizados experimentos de citometria de fluxo com o perfil de expressao de Sca-1,
ckit e B220 para exclusdo de macrofagos, mastocitos, neutrofilos e linfécitos. O
omento de camundongos mdx com 12 semanas mostrou aumento sigificativo no
porcentual e nimero de células Sca"B220*ckit em relagédo ao camundongo controle
ndo distrofico pareado e em relacdo ao camundongo mdx macho. Também foi
observado aumento discreto desse tipo celular no peritbnio e um aumento nos
porcentuais de células Sca-1™B220*ckit no omento e peritdnio do camundongo
macho mdx com 12 semanas em relacdo ao camundongo mdx macho com 24
semanas. Esse tipo celular tem fenotipo compativel com o grupo de célula tronco
definida como side population encontrada no musculo esquelético e em especial na
medula 6ssea. Nesse contexto € possivel que estas células estejam influenciando
diretamente a regeneragdo muscular no mdx (Meeson, Hawke et al., 2004; Liadaki,
Kho et al., 2005; Luth, Jun et al., 2008). A utilizacdo do corante Hoechst 33342 que
poucos tipos celulares transportam ativamente para fora da célula por
transportadores especificos, seria uma estratégia eficiente para caracterizar o grau
de indiferenciacéo desse tipo celular (Scharenberg, Harkey et al., 2002; Liadaki, Kho
et al., 2005; Tsuchiya, Heike et al., 2007). O fato de ndo se ter encontrado diferencas
em nenhumas das classes de células ckit’, um marcador classico de progenitores de
medula 6ssea de topo de cadeia(Liadaki, Kho et al., 2005) pode ser em parte devido
a exclusdo pelo marcador Mac-1, também expresso em parte dessa subpopulacéo
de progenitores (Pinho Mde, Hurtado et al., 2005). Esta hipotese é factivel devido a
baixa quantidade dessas células no omento e principalmente no periténio. As células
Sca-1'B220°ckit apresentam fenotipo caracteristico de varios progenitores

miogénicos como mesoangioblastos, pericitos e alguns grupos de SP. As células
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Sca-1™B220ckit estavam presentes em maior porcentual no peritdnio de
camundongos mdx macho com 12 semanas e também nas fémeas com 24
semanas. Estas apresentam maior porcentual de células com este fenétipo em
relagdo ao camundongo mdx macho de 24 semanas independentemente do nivel de
expressdo de Sca-1 (porém essa diferenca ndo foi significativa). O omento
apresentou um grande aumento no nimero absoluto de células Sca-1"B220 ckit
apenas nos camundongos mdx macho com 24 semanas em relacdo ao camundongo
C57BL/10. Camundongos mdx fémeas apresentaram um valor significativamente
maior de células Sca-1"9"B220°ckit e Sca-1™B220°ckit em relagdo ao camundongo
mdx macho com 24 semanas indicando a possibilidade de uma maior participacao
do omento de camundongos fémeas na regeneracdo. Embora varios grupos de
progenitores musculares apresentem esse perfil, € necessario utilizar outros
marcadores para caracterizar efetivamente estes grupos de célula-tronco.

E possivel especular também que essas células poderiam estar sendo
atraidas de outros sitios para o omento pelo gradiente favoravel de quimiocinas
produzidas localmente como SDF1-a. Neste contexto, a alta producédo de FGF-2 e
outros fatores de crescimento como o LIF e o SCF poderiam estar promovendo a
proliferacdo, diferenciacdo e até dediferenciacdo. Ndo € descartada também a
possibilidade de que o omento nativo seja uma rota natural de migracdo de
progenitores.

Aléem da importancia estrutural na manutencédo do arcabouco dos tecidos, a
matriz extracelular (ECM) também funciona como um ambiente de retencdo de
fatores troficos que promovem a proliferacdo, diferenciacdo, ativacdo e migracao
celular. Através de interagbes com citocinas e enzimas de degradacdo, o

microambiente da ECM tem um papel especializado em prover sinais intrinsecos
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para migracdo e ativacdo de células inflamatérias e reparo dos tecidos danificados
(Vaday e Lider, 2000). Na regeneracdo muscular, moléculas da ECM controlam
diretamente a migracdo celular e induzem diferenciacdo ou influenciam
indiretamente, retendo fatores de crescimento (Maley, Davies et al., 1995).

A alta taxa de remodelagem da matriz extracelular durante a degeneracgéo e
regeneracdo do musculo esquelético sugere uma alta regulacdo da atividade de
degradacéo da matriz durante a regeneracdo muscular (Carmeli, Moas et al., 2004).
Durante o processo inflamatério as MMPs sdo produzidas por quase todas as
populacdes recrutadas além de estarem aumentadas nas miofibras préximas a uma
lesédo e em progenitores como as células satélites. As gelatinases A e B constituem
as principais metaloproteinases envolvidas na remodelagem do tecido muscular. A
MMP-9 (gelatinase A) normalmente estd associada com a migracdo de células
inflamatorias e possivelmente a ativacdo de células satélites, enquanto a MMP-2
(gelatinase B) é constitutiva do tecido muscular, mas estd aumentada durante o
processo de regeneracdo muscular pela necessidade de remodelagem de
componentes da lamina basal no processo {Kherif, 1999 #384; Szaboa, 2004 #489;
Wiend|, 2005 #2}.

O aumento na atividade da MMP-9 no diafragma do camundongo mdx com 12
semanas, seguida de baixa na atividade em 24 semanas e uma discreta retomada
da atividade em 48 semanas, indica a existéncia de uma dinamica de ativacédo da
MMP-9 compativel com dados ja publicados pelo grupo (Bani, Lagrota-Candido et
al., 2008) e com a literatura (Kherif, Dehaupas et al., 1998). Nas fémeas mdx
encontramos uma cinética semelhante embora com menor atividade da MMP-9 em

12, 24 e 48 semanas em relacdo ao macho sugerindo menor atividade inflamatoria.
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E importante considerar que existe uma relacdo de influéncia mutua entre
MMPs e citocinas devido, por exemplo, a presenca de sitios de ligacédo de fatores de
transcricdo NF-kB e SP-1 no gene promotor da MMP-9, sugerindo sua ativacao
génica em conjunto com a ativacdo dos genes de citocinas proinflamatorias (Madri e
Graesser, 2000; Newby, 2006). A citocina TGF-B € secretada na forma latente
apresentando um pro-dominio cuja protedlise é induzida por MMPs (Mott e Werb,
2004). Da mesma forma, existe um ciclo de ativacdo mutuo entre IL-1 e MMP-1, 3 e
9, onde a forma ativa da IL-1 aumenta também a atividade de MMP-9 e a MMP-2
(Mott e Werb, 2004). A citocina TNF-a secretada como uma proteina integral de
membrana, quando clivada pela enzima conversora de TNF (TACE) passa a forma
ativa. TACE é uma enzima semelhante ao ADAML17 pertencente a familia das
desintegrinas que também inclui as metaloproteinases. Como a administracao de
inibidores de metaloproteinases também inibe a atividade da TACE, é provavel que
ela prépria seja uma MMP (Parks, Wilson et al., 2004).

Camundongos machos e fémeas mdx com 24 semanas apresentaram maior
atividade da pr6-MMP-2 no diafragma. Interessante ressaltar que a baixa atividade
da MMP-2 no mdx com 5 semanas e o aumento marcante em machos e fémeas com
12 e 24 semanas indica a existéncia de remodelagem continua da lamina basal
provavelmente associada com regeneracdo muscular durante esse periodo (Kherif,
Lafuma et al., 1999; Bani, Lagrota-Candido et al., 2008). Machos e fémeas mdx com
48 semanas apresentaram uma grande reducdo da atividade da MMP-2 sugerindo
reducdo no processo de regeneracao.

A presenca de grupos de células B220 no omento das fémeas mdx com 5
semanas, atividade aumentada da MMP-9 e aparente aumento nas zonas de milk

spot sugerem uma ativagdo mais precoce do sistema imune associado a cavidade
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peritoneal. J& o lavado de camundongos mdx machos com 48 semanas apresentou
um discreto aumento da MMP-9 sugerindo talvez, uma retomada no processo
inflamatorio, mas experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar esta
hipotese.

A clivagem proteolitica de quimiocinas por MMPs pode levar a sua inativacao
com geracdao de fragmentos antagonistas: aumentar a atividade biolégica e/ou
regular a sua biodisponibilidade pela atividade proteolitica de componentes da matriz
extracelular (proteoglicanas) responsaveis pela formacédo de gradientes (Van Den
Steen, Wuyts et al., 2003). MMP-9 é capaz de reduzir a atividade da quimiocina
SDF-1a (CXCL12), porém aumenta a atividade da quimiocina CXCL5 de modo
semelhante a MMP-2. Dessa forma essas metaloproteinases podem regular
diretamente o processo inflamatério e a migracéo de progenitores mediada por SDF-
la (Parks, Wilson et al., 2004; Gill e Parks, 2008). Outro fator importante € que a
sinalizacdo desencadeada por EGF e HGF é dependente da atividade concomitante
da MMP-9, fato que revela uma participacdo direta das metaloproteinases no reparo
tecidual (Gill e Parks, 2008). As MMPs podem agir também de forma regulatéria,
contendo a ativacdo de linfocitos T, porque MMP-9 é capaz de clivar a molécula
CD25 da membrana de linfécitos. (Sheu, Hsu et al., 2001).

Com relacdo a diferencas de género sabe-se que o estradiol é capaz de
induzir uma mobilizagcdo de progenitores endoteliais de medula éssea através de
uma estimulacdo da expressao de NOS e MMP-9 em modelos de infarto (lwakura,
Shastry et al., 2006). O estradiol também induz uma maior liberacdo de NO pela
inducéo de INF-y (Karpuzoglu, Fenaux et al., 2006). Como oxido nitrico ativa a MMP-
9 (Iwakura, Shastry et al., 2006), € possivel sugerir que diferencas de género podem

modular a atividade dessa MMP.
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Para melhor elucidar a importancia do omento na fisiopatologia do diafragma
camundongos mdx machos e fémeas com 5 semanas foram submetidos a
omentectomia e sacrificados com 12 semanas, idade em que o omento ja apresenta
sinais claros de ativacdo. No diafragma observamos efeitos antagdnicos na atividade
de pr6-MMP-2 e MMP-9 entre machos e fémeas com uma reducéo significativa nos
machos OTX e discreto aumento nas fémeas. Machos e fémeas mdx OTX
apresentaram reducdo da MMP-2 ativa. Um fato interessante foi a observacédo de
uma reducdo também no grupo sham, indicando que essa alteracdo deva-se em
grande parte ao efeito de horménios do estresse. O lavado peritoneal mostrou um
discreto aumento da pre-MMP-2 em relacdo ao diafragma com reducao significativa
no lavado peritoneal de camundongos machos OTX em relagdo ao grupo controle,
mas um aumento nas fémeas mdx fémeas em relagdo ao grupo sham.

O musculo gastrocnémio usado como controle de um musculo distante da
cavidade peritoneal mostrou um padréo de atividade da pro-MMP-2 semelhante ao
da cavidade peritoneal, mas em relacdo a MMP-9 foi observado discreto aumento
nos camundongos mdx machos e fémeas OTX e na MMP-2 ativa, um aumento nos
camundongos machos, mas reducao significativa nas fémeas omentectomizadas e
sham. Tais resultados indicam que o omento pode estar afetando a inflamacéo e
regeneracao de forma local (diafragma e lavado peritoneal) e sistémica (musculo
gastrocnémio) de forma diferenciada na miopatia entre os géneros (mdx machos e
fémeas).

Dados sobre os efeitos da omentectomia sdo muito escassos na literatura, no
entanto existem evidéncias que apontam para o fato de que a adesado do omento em
outros Orgaos é dependente de uma queda temporaria na atividade fibrinolitica da

cavidade peritoneal. O proprio omento produz ativadores e inibidores do
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plasminogénio como t-PA, PAI-1 e PAI-2 (Cerci, Eroglu et al., 2008) e a
omentectomia reduz os niveis dos ativadores do plasminogénio tecidual e sérico e
aumenta os niveis de PAI-1 favorecendo a deposicdo de fibrina e a deposicédo de
coldgeno que sucede a esse evento (Cerci, Eroglu et al., 2008). Um fato interessante
€ que tPA induz a ativacdo de MMP-9 (Wang, Zhang et al., 2007; Adibhatla e
Hatcher, 2008), sendo possivel relacionar o efeito da omentectomia em machos com
a reducdo na atividade fibrinolitica, porém a fémea talvez possua mecanismos
compensatorios. Outros aspectos envolvidos, como por exemplo, a remocdo de
provaveis linfocitos regulatérios poderia explicar o efeito inverso na atividade da
MMP-9 no diafragma de mdx fémeas omentectomizadas. Por outro lado a remogé&o
de uma fonte de fatores de crescimento e de progenitores juntamente com o0s
horménios liberados pelo estresse cirdrgico pode ser um fator responsavel pela
gueda na atividade da MMP-2 ativa no diafragma. Neste contexto, seria importante
realizar omentectomia para observar se ocorre alguma alteracdo na presenca de
componentes da matriz extracelular, em relacdo a deposicdo de colageno e
proteoglicanas. Contudo, a omentectomia pode causar em camundongos normais
uma reducado de 40% no influxo de linfécitos B-2 na cavidade peritoneal (Berberich,
Dahne et al., 2008), sendo importante a caracterizacdo fenotipica das células do
lavado peritoneal e os efeitos prolongados da omentectomia na cavidade peritoneal.

Dados publicados pelo grupo apontam para uma clara diferenca entre
géneros com relacdo a evolugdo da miopatia no gastrocnémio, onde fémeas até 24
semanas apresentam menor inflamagcdo, maior regeneracdo e fibrose mais sutil
(Salimena, Lagrota-Candido et al., 2004). Com 48 semanas, porém as fémeas
apresentam uma maior deposicdo de tecido conjuntivo o que provavelmente se

relaciona com a baixa producdo de hormdénios femininos. No entanto o diafragma
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apresenta uma cinética diferenciada, visto que dados prévios do grupo mostram que
a deposicdo de colageno ja se inicia em 6 semanas e evolui igualmente entre 0s
géneros, mas em 48 semanas a deposicdo de colageno na fémea é
significativamente menor (Pereira, R. d. S., 2007). Tal fato pode se correlacionar
com a ativacdo diferencial do omento nas fémeas que é bem expressiva em 48
semanas. Um outro aspecto relevante € o fato que nas mdx fémeas com 24
semanas o peritbnio e o omento apresentam maior quantidade de progenitores Sca-
1"B220"ckit e Sca-1"B220°ckit . A maior atividade da MMP-9 no diafragma dos
camundongos machos até fases tardias da doenca aponta para uma maior
cronicidade do processo inflamatorio, o que € suportado pelo maior porcentual de
células NKT no lavado peritoneal dos machos de 24 semanas, que pode ser um
indicio de maior leséo tecidual.

As células tronco mesenquimais isoladas do omento foram caracterizadas por
sua morfologia, marcadores e capacidade de aderir a superficies de plastico (Chen,
Shao et al., 2008; Singh, Patel et al., 2008) e atividade de suprimir a ativacao
linfocitaria (Keyser, Beagles et al., 2007; Keating, 2008). O aumento de células
tronco no omento e peritbnio do camundongo mdx sugere que estes locais possam
participar da inducdo de tolerdncia e possam ser usados para transplante de
progenitores distrofina positivo .

Um alvo promissor € o mesotélio peritoneal cujas células séo ativas
produtoras de FGF e VEGF (Nachtsheim, Dudley et al., 2006), apresentam
capacidade de transdiferenciacdo em células mesenquimais, num processo mediado
por diversos fatores, como a citocina TGF-B 0 que pode representar a integracao
dos processos de fibrose, angiogénese e formacdo de progenitores (Zhang, Oh et

al., 2008).
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O omento atualmente tem se tornado alvo de protocolos de bioengenharia
tecidual com a geracdo de 6rgédos e tecidos inteiros a partir do implante de células
precursoras (Baumert, Simon et al., 2007; Kim, Gwak et al., 2007; Singh, Gudehithlu
et al., 2007; Singh, Pancholi et al., 2009). Assim estudos futuros do grupo visarao
explorar o potencial funcional do omento como um bioreator onde serdo explorados

os diversos aspectos do potencial miogénico de seus progenitores.



7. CONCLUSOES

Nossos resultados (Figura 48) revelam a possibilidade do omento e o
peritdnio estarem atuando na miopatia influenciando a inflamacgéo e a regeneracéo,
seja pela expansao seletiva dos progenitores necessarios para atuar eficientemente
na regeneracdo, pela proliferacdo e/ou recirculacdo de populacdes linféides que
podem influenciar no perfil de reparo tecidual adotado ou pela secrecao de fatores
de crescimento, quimiotaticos, horménios, citocinas etc.

Os experimentos de omentectomia revelam a possibilidade de o omento estar
atuando na miopatia de modo sistemico e diferencial entre os generos influenciando
a inflamacéo e a regeneracdo. A omentectomia causou uma queda nos niveis das
MMP-2 e 9 no diafragma dos camundongos mdx machos e um pequeno aumento
da MMP-9 nos camundongos mdx fémeas. No lavado peritoneal observamos uma
queda na pr6-MMP-2 de camundongos mdx machos OTX em relacao ao controle e
um aumento nos camundongos mdx fémeas em relagdo ao camundongo controle
sham.

No gastrocnémio pudemos observar que a omentectomia causou um aumento
na atividade da MMP-9 e pr6-MMP-2 em ambos 0s sexos quando comparado com

0os camundongos controle sham. Com relagdo a MMP-2 ativa foi observado um
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aumento nos camundongos mdx machos OTX em relagdo ao grupo sham.

Os dados deste trabalho sdo relevantes por apontarem para a ativacao de
diversos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no recrutamento do
microambiente peritoneal e recrutamento de um 6rgéo linfohematopoiético primitivo
tido como santuario de progenitores durante a miopatia do camundongo mdx.

Por fim nossos resultados abrem uma grande porta para elucidacdo dos
mecanismos diferenciais envolvidos no reparo tecidual do diafragma e corroboram
com a literatura na geracéo de diversos caminhos para abordagens terapéuticas na

DMD.
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Figura 48 - Sumario das alteracdes encontradas no omento, diafragma periténio.
Simbolos de +, | e = se referem ao controle nao distréfico de mesma idade e sexo. NA= néo

analizado. A cinética descrita de regeneracéo, inflamacéo e fibrose se referem ao diafragma.
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9. ANEXO

Artigo publicado pelo grupo na revista Muscle and Nerve que serviu de base para
elaboracao desta dissertacao:
Titulo e autores:

PATTERN OF METALLOPROTEASE ACTIVITY AND MYOFIBER
REGENERATION IN SKELETAL MUSCLES OF mdx MICE

CRISTIANE BANI, MSc," JUSSARA LAGROTA-CANDIDO, PhD,? DOUGLAS FLORINDO
PINHEIRO, BSc,' PAULO EMI'LIO CORREA LEITE, MSc," MARIA CRISTINA SALIMENA, MSc,?
ANDREA HENRIQUES-PONS, PhD,*and THEREZA QUIRICO-SANTOS, PhD*

1. Departamento de Biologia Celular e Molecular, Instituto de Biologia, Universidade
Federal Fluminense, Niteroéi, Brasil

2. Departamento de Imunobiologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal
Fluminense, Niteroi, Brasil

3. Departamento de Ultraestrutura, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil

Resumo:

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo moléculas chave que regulam a
formacao, remodelagem e degradacdo de componentes de matriz extracelular, tanto
em situacoes fisioldégicas quanto patolégicas. Os mauasculos esqueléticos do
camundongo mdx apresentam padrbes distintos de inflamagcdo e regeneracao,
sugerindo que fatores inerentes ao microambiente influenciam as respostas dos
musculos predominantemente compostos de fibras de contracéo rapida ou lenta. O
objetivo deste estudo foi analisar o perfil de atividade de MMPs nos musculos
gastrocnémio, solear e diafragma e estabelecer uma correlagdo com a capacidade
de regeneracdo nos estagios distintos da miopatia dos camundongos mdx. A
presenca de uma marcante mionecrose e inflammacgéo se associou a um aumento
de atividade de MMP-9 e producaoTNF-a (Fator de necrose tumoral-alfa), enquanto
a regeneracao muscular evidencada pela expressdo de N-CAM(molécula de adeséo
neural) e atividade de MMP-2 variou nos diferentes estagios da doenca. O solear
mostrou alta porcentagem de fibras em regeneracdo em estagio precoce da doénca
(2 semanas), no entanto elas apareceram no gastrocnémio em 12 semanas € no
diafragma em 24 semanas. A alta atividade da MMP-2 no diafragma em todas as
fases da doenca sugerem uma importante remodelagem tecidual, a qual
provavelmente se relaciona com inflamagao persistente. Os resultados sugerem que
o microambiente de musculos esqueléticos distintos pode influenciar uma cinética
distinta de de atividade de MMPs, consequentemente favorecendo uma inflamacéo
persistente e regeneracdo de miofibras em diferentes estagios da miopatia de
camundongos madx
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ABSTRACT: Matrix metalloproteases (MMPs) are key regulatory mole-
cules in the formation, remodeling, and degradation of extracellular matrix
components in both physiological and pathological processes. Skeletal mus-
cles of mdx dystrophic mice show distinct patterns of inflammation and
regeneration, suggesting that factors within the microenvironment influence
the adaptive responses of muscles with predominantly slow-twitch or fast-
twitch fibers. This study aimed to verify the pattern of MMP activity in
gastrocnemius, soleus, and diaphragm muscles and correlate it with the
regenerative capability at distinct stages of the mdx myopathy. Marked
inflammation and is was associated with increased MMP-9 ac-
tivity and TNF-a (tumor necrosis factor-alpha) production, whereas muscle
regeneration, evidenced by NCAM (neural cell adhesion molecule) expres-
sion and MMP-2 activity, varied at different stages of the disease. Soleus
muscles showed a high percentage of NCAM-positive myofibers in the early
stages (2 weeks) of the disease, but they appeared in the gastrocnemius
muscles at 12 weeks and in the diaphragm at 24 weeks. Increased MMP-2
activity in the diaphragm throughout all stages of the disease suggests
important tissue remodeling, which is probably associated with persistent
inflammation. The results indicate that the microenvironment of distinct
skeletal muscle may influence a particular kinetic pattern of MMP activity,
which ultimately favors persistent inflammation and myofiber regeneration at
different stages of the myopathy in mdx mice.
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Muscular dystrophy in the dystrophin-deficient
mdx mouse, an animal model of Duchenne mus-
cular dystrophy (DMD), is characterized by pro-
gressive muscle wasting, which is usually associated
with reactive fibrosis and increased deposition of
connective tissue.?? Dystrophin, a 427-kDa protein
found in the inner sarcolemma as part of an inte-
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gral protein complex, is important for membrane
stability, flexibility, and force during contrac-
tion."! Lack of dystrophin results in a weakened
cell membrane that renders muscle fibers fragile
and susceptible to injury and necrosis.? The rela-
tionship between lack of dystrophin and muscle
fiber pathology is still not understood. The disease
varies markedly among different skeletal muscles
of the mdx mouse. In contrast to the relatively mild
pathology in limb muscles, the diaphragm pre-
sents extensive myonecrosis with progressive struc-
tural and functional deterioration similar to that
in DMD.3*7 Such a difference may be partly attrib-
uted to diversity in muscle-fiber-type expression
due to levels of metabolic enzymes and the pattern
of contractile and regulatory protein isoforms in
the myofibril (16, 41).
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Satellite cells are undifferentiated myogenic pre-
cursors involved in the maintenance of normal mus-
cle function.? Following injury, muscle satellite cells
become activated and start to proliferate in order to
repair the damaged area.'®? Muscle satellite cells
sustain the process of muscular regeneration ob-
served in mdx mice. However, repeated cycles of
degeneration exhaust the regenerative capacity of
satellite cells so much that contractile muscle tissue
is replaced by collagenous connective tissue.® Myo-
genic satellite cells reside beneath the basal lamina
of adult skeletal muscles closely juxtaposed to skele-
tal muscle fibers and account for 2%-5% of sublami-
nal nuclei in adult muscle. Satellite cells express
specific genes (M-cadherin, Pax7) and, following ac-
tivation, give rise to a large number of daughter
myoblasts in addition to repopulating the satellite
cell pool.!** Recent studies, however, have suggested
that additional stem/progenitor cell populations
may be recruited to participate in muscle regenera-
tion and form functional myotubes.* Muscle stem
cells expressing the Sca-1 cell marker, located out-
side the basal lamina, possess the ability to differen-
tiate into hematopoietic cells and have the potential
to give rise, both in vitro and in vivo, to myogenic
cells via a myocyte-mediated inductive interac-
tion.!10

Extracellular matrix (ECM) components and ma-
trix metalloproteases (MMPs) play an important role
in the homeostasis and maintenance of myofiber
functional integrity.* MMPs influence cell motility,
cell-cell-matrix interactions, matrix degradation,
and the release of bioactive signaling molecules.*
The ECM surrounding myofibers differs, with slow-
twitch muscles of rats containing more collagen than
fast-twitch muscles. Moreover, adaptive responses of
muscles with predominantly slow-twitch fibers also
differ from those of fast-twitch fibers and this may be
reflected by changes in MMP gene expression and
collagen metabolism.>'? The aim of this study was to
analyze the pattern of metalloprotease activity and
regencrative capability of different skeletal muscles
at distinct stages of mdx myopathy.

Animals. The study protocol and handling of ani-
mals followed Brazilian institutional ethics guide-
lines for animal studies. The mdx dystrophic and
age-matched C57BL/10] (C57) control non-dystro-
phic mice were maintained in animal housing at
Fluminense Federal University. They were kept at
constant temperature (20°C) with a light:dark cycle
of 12:12 h and received acidified water and a com-
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mercial rodent diet ad libitum. Male mdx mice were
selected at ages 6, 12, 24, and 48 weeks.

Histochemistry. Gastrocnemius, soleus, and dia-
phragm muscles from mdx and control mice at dif-
ferent stages of development were excised and fro-
zen in liquid nitrogen. Frozen sections (10um thick)
were placed on poly-t-lysine (Sigma, St. Louis, Mis-
souri) pre-coated slides and allowed to dry at room
temperature for 4 h before staining. Fast green-
Sirius red staining was used to analyze total collagen
expression.’® Myosin-ATPase fiber typing at pH 9.4
was performed according to the method of Round et
al.®®

Immunohistochemistry. Crosssections (5 pm) were
mounted on poly-L-lysine pre-coated slides and
blocked for endogenous peroxidase activity with
3% hydrogen peroxide in phosphate-buffered sa-
line (PBS) for 5 min. Sections were then rinsed for
20 min in PBS and incubated for 20 min with
diluted normal blocking goat serum (Vector, Bur-
lingame, California). Regenerating myofibers
were visualized using the optimal concentration of
monoclonal rat IgG anti-CD56 (Clone 12F11; BD-
Pharmingen Biosciences, San Diego, California).
Anti-CD56 recognizes the neural cell adhesion
molecule (NCAM), a glycoprotein expressed dur-
ing the early stages of myogenesis and in satellite
cells. Stem cells were visualized using the optimal
dilution of a monoclonal rat IgG-specific anti-
Sca-1 (Clone E13-161.7; BD-Pharmingen Bio-
sciences, San Diego, California). Sections were
then incubated in a moist chamber for 60 min at
room temperature with specific primary antibody
diluted in PBS with 1% bovine serum albumin
fraction V (Sigma, St. Louis, Missouri). Slides were
washed in PBS for 15 min and incubated for 40
min with peroxidase anti-rat secondary antibody
(Southern Biotechnology Associates, Birmingham,
Alabama). Peroxidase activity was revealed with
aminoethylcarbazole (Sigma, St. Louis, Missouri)
in the presence of Hy0,. Sections were then
rinsed and counterstained with Mayer’s hematox-
ylin. Myonuclei stained blue and cells brown.

Morphometric Analysis. Images from entire cross-
sections of muscles from at least five mice at each
time-point were acquired with a microdigital camera
mounted on an Axioplan microscope (Zeiss;
Oberkolchen, Germany). For quantification of
NCAM™ cells, 400 myofibers were counted from two
individual sections (at least 200 myofibers per sec-
tion) and results expressed as the percentage of
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positive cells. The number of Sca-1" cells/mm* in
the lesion area was determined by image-analysis
software (Scion Image; National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland).

Tissue Extract Preparation. Muscles from mdx and
control muscles were immediately frozen and pre-
served in liquid nitrogen (—165°C). Muscles were
weighed and homogenized (1/10 w/v) in extraction
buffer [100 mM TrissHCI (pH 7.6), 200 mM NaCl,
100 mM CaCl,, and 1% Triton X-100] at 4°C. After
centrifugation (15,000 g, 10°C, 10 min), the protein
concentration in supernatant aliquots was deter-
mined by the method of Lowry et al.,** and equal
amounts of total protein loaded for zymography (60
ug/lane).

Gelatin Zymography. Zymogram gels consisted of
7.5% (w/v) polyacrylamide impregnated with 2
mg/ml type A gelatin from porcine skin (Sigma, St.
Louis, Missouri) and 5% (w/v) polyacrylamide for
stacking gels. Gels were further washed twice for 30
min in 2.5% Triton X-100 solution at room temper-
ature, then incubated at 37°C for 24 h in substrate
buffer [10 mM Tris=-HCI buffer (pH 7.5), with CaCl,
5 mM and ZnCl, 1 pM]. Thereafter, gels were
stained with 30% methanol/10% acetic acid contain-
ing 0.5% (w/v) brilliant blue R-250. Gelatinase activ-
ity was visualized as unstained bands on a blue back-
ground, representing areas of proteolysis of the
substrate protein. )

Metalloproteases are secreted in a latent form
and require cleavage of amino-terminal peptide for
activation. The exposure of pro-enzymes of the tissue
extracts to sodium dodecylsulfate during the gel sep-
aration procedure leads to activation without proteo-
Iytic cleavage.®® Four bands can easily be seen corre-
sponding to 100 kDa (MMP-9), 66 kDa (pre-pro
MMP-2), 60 kDa (pro MMP-2), and 55 kDa (active
MMP-2).2! Semi-quantitative analysis was performed
using image-analysis software (Scion Image; NIH,
Bethesda, Maryland).

Western Blot. For the western blot assay, mdx and
control C57 skeletal muscles were homogenized in a
protease inhibitor solution (Sigma, St. Louis, Mis-
souri) and protein concentrations determined by
the Bradford method. After establishing the same
concentration of proteins for all samples, a 3% sam-
ple buffer, pH 6.8 (0.173 M Tris, 30% glycerol, 3%
sodium dodecylsulfate S, 3% B-mercaptoethanol,
and 1 mg bromophenol blue), was added, and sam-
ples denatured by boiling for 5 min.
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Protein (20 pg per well) was loaded on 12.5%
polyacrylamide gel for detection of tumor necrosis
factor-alpha (TNF-«). Samples were electrophoresed
at 90 V for 120 min (Power Pac 200; Bio-Rad, Her-
cules, California). The separated proteins were
transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) mem-
branes (Hybond-P; Amersham Biosciences, Fairfield,
Connecticut) and further blocked with 5% non-fat
dry milk, 1% bovine serum albumin, and 1% normal
goat serum (Sigma, St. Louis, Missouri) in Tris-buff-
ered saline 0.05% Tween-20 (TBST), pH 7.4, for2 h
at room temperature on a rocking platform. Mem-
branes were then incubated with anti-TNF-a poly-
clonal antibody (Sigma) in TBST at 4°C overnight.
After washing three times for 10 min with TBST,
blots were incubated with goat anti-rat peroxidase—
conjugated secondary antibody (Sigma, St. Louis,
Missouri) at 1:10,000 dilution for 2 h at room tem-
perature. Finally, membranes were washed in TBST.
Bands were identified using ECL Plus (Amersham
Biosciences, Fairfield, Connecticut) for chemilumi-
nescence detection and subsequent film exposure
for 5 min. The presence of TNF-a protein was veri-
fied by comparing protein bands to the Molecular
Rainbow Weight Marker (Amersham Biosciences,
Fairfield, Connecticut). As negative controls, sam-
ples were incubated without primary antibodies.
Equal loading of protein was assessed on stripped
blots by immunodetection of actin with a horserad-
ish peroxidase-conjugated goat polyclonal antibody
diluted at 1:1500 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, California).

Statistical Analysis. Excel software (Microsoft, Seat-
tle, Washington) was used to calculate means and
standard deviations. Unpaired Student's ftest was
applied to assess the level of statistical significance.

Histological Alterations In mdx Skeletal Muscies.
Compared with gastrocnemius and diaphragm, so-
leus skeletal muscle of mdx mice showed limited
inflammation and necrosis at all stages of disease.
Gastrocnemius muscles of mdx mice at 6 weeks
showed scattered foci of intense inflammatory infil-
trate, whereas regenerating myofibers predominated
at 12 weeks. In contrast, intense inflammatory infil-
trates were observed consistently in the diaphragm
of mdx mice at 6 and 12 weeks (Fig. 1). Collagen
deposition, evidenced by Sirius red stain, was often
associated with areas of inflammation and nearby
regenerating myoblasts in all muscles.
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FIGURE 1. Histological
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muscles from mdx dystrophic mice at 6 (A-C) and 12 (D-F) weeks. Numerous regenerating fibers with centrally located nuclei and
basophilic cytoplasm (asterisk) were evident in madx gastrocnemius at 12 weeks, and inflammatory foci (arrow) were evident in diaphragm

at 6 and 12 weeks. Bar =100 pm.

Muscle-Fiber-Type Quantification. The mdx mice
showed a distinct muscle-fiber-type expression that
varied among skeletal muscles and depended on the
stage of the disease. Gastrocnemius muscles of mdx

586 Metalloprotease Activity and mdx Muscle Regeneration

mice had a high percentage of type IIA fibers at most
ages (2 weeks: 100 = 0%; 6 weeks: 100 = 0%; 24
weeks: 94.7 = 4.2%; 48 weeks: 95.1 £ 2.6%) com-
pared to age-matched controls, with a slight reduc-
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tion at 12 weeks (76.9 = 14.17%). At 2 weeks, C57
and mdx mice showed a similar pattern of type IIA
fibers in the soleus (C57: 31.8 * 4.5%; mdx 27.6 =
0.27%) and diaphragm (C57: 35.6 £ 2.7%; mdx:
30.0 = 5.5%) muscles. However, a marked increase
in type IIA fibers was observed at 6 weeks (soleus:
100 * 0%; diaphragm: 86.5 = 7.1%) in relation to
C57 (soleus: 31.8 = 4.5%; diaphragm: 35.6 = 2.7%).
Despite the muscle analyzed, clusters of type IIB
myofibers predominated, especially in areas with re-
generating myofibers. High percentages (P <
0.0001) of type IIB fibers were observed in the soleus
(70.3 * 0.5%) and diaphragm (55.2 * 15.8%) of
mdx mice at 2 weeks. At the height of myonecrosis (6
weeks), type IIB myofibers were not observed in any
muscle of mdx mice, but at 12 weeks gastrocnemius
muscles (23.1 = 14.2%) showed a higher percentage
than soleus (8.16 * 4.9%) and diaphragm (6.8 *
2.4%). Yet, only mdx diaphragm muscles presented
type 1IB fibers at ages corresponding to fibrosis (24
weeks: 68.8 = 3.1%; 48 weeks: 46.2 = 14.6%).

Detection of Regenerating Muscle Fibers. Regencrat-
ing fibers were identified by both central nucleation
and expression of NCAM, which is associated with
initiation of muscle precursor cell fusion.'*#? In a
previous study, adult skeletal muscles of C57 mice
showed few NCAM™ cells, whereas numerous
niches of NCAM " cells with morphology of regener-
ating myoblasts were observed in skeletal muscles of
our mdx mice (Fig. 2). Morphometric analysis
showed a distinct pattern of NCAM expression that
varied in different muscles and at distinct ages of
mdx mice (Fig. 3). A high percentage of NCAM ™ was
evident in the soleus at 2 weeks, with a consistent
decline until 24 weeks. Gastrocnemius muscle
showed increased numbers of NCAM™ cells at 6 and
12 weeks, but low numbers thereafter until 48 weeks.
Regeneration in the diaphragm of mdx mice was
evident after 12 weeks, with the highest percentage
at 24 weeks, but low numbers thereafter.

Analysis of SCA-1* Celis In Skeletal Muscle. Positive
cells present at nearby vessels were not included in
the analysis. Adult C57 mice showed similar numbers
of Sca-17 cells in the diaphragm, gastrocnemius, and
soleus (Fig. 4), but at 2 weeks they presented un-
countable numbers scattered among normal myofi-
bers.

The mdx mice presented groups of Sca-1" cells
mainly associated with the inflammatory infiltrate
and nearby myonecrosis in the gastrocnemius and
soleus muscles, Moreover, in the diaphragm (Fig. 2),
Sca-1" cells were distributed throughout the muscle.
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Morphometric analysis showed a characteristic pat-
tern of Sca-1" cell distribution at different ages and
muscles of mdx mice (Fig. 4).

Regardless the stage of the disease, mdx soleus
muscles showed fewer Sca-1" cells than any other
muscle. At 6 weeks, mdx diaphragm presented
higher numbers of Sca-1"' cells per inflamed area
than soleus and gastrocnemius. At 12 weeks, gastroc-
nemius and diaphragm showed countless Sca-1"
cells per area (Fig. 2A, C). Later, at the age (24
weeks) corresponding to the period of fibrosis,* few
Sca-1" cells were observed in the gastrocnemius and
soleus muscles, but none could be detected in the

diaphragm.

Western Blot of TNF-a in Skeletal Muscies. In order
to analyze ongoing inflammation in distinct muscle
at various phases of mdx muscular dystrophy we car-
ried out western blots with an anti=TNF-a antibody
that identifies the 27-kDa membrane domain corre-
sponding to the non-cleavage form.

Adult C57 mice showed similar expression of
membrane TNF-a at 8 and 24 weeks (Fig. 5), but at
2 weeks there was a marked (P < 0.05) decrease of
membrane TNF-a in the gastrocnemius (47%) and
diaphragm (87%).

C57 and mdx mice had a similar TNF-a mem-
brane content in gastrocnemius and diaphragm
muscles at 2 weeks. At 8 weeks, mdx mice showed a
marked decrease in TNF-a content in the gastrocne-
mius and diaphragm, but at 24 weeks mdx dia-
phragm showed an increased amount of the 27-kDa
non-cleavage form as compared with findings at 8
weeks. The difference between mdx and C57 control
mice was still significant at 24 weeks. Further exper-
iments (data not shown) showed increased content
of the 17-kDa domain corresponding to the soluble
form released after proteolytic cleavage in mdx gas-
trocnemius muscle at 8 and 24 weeks.

Metalloprotease Activity in mdx Skeletal Muscles. In
order to determine whether the regenerative ca-
pability of distinct skeletal muscle correlated with
increased MMP activity, we carried out gelatin
zymography. Skeletal muscles from C57 mice
showed (Fig. 6A) active MMP-2 (gastrocnemius:
1300; diaphragm: 3600) and MMP-9 (gastrocne-
mius: 1392; diaphragm: 3002) only at 2 weeks of
age. In contrast, mdx mice presented levels of
MMPs that varied with age, phase of the disease,
and skeletal muscle. Zymograms revealed high lev-
els of active MMP-2 in the gastrocnemius, soleus,
and diaphragm muscles of mdx mice at 2 weeks,
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in gastrocnemius (A, D), soleus (B, E), and diaphragm (C, F) muscles at 12 weeks of age. Bar = 100 um.

but a marked decrease of active MMP-2 in older
mdx muscles (Fig. 6C). Diaphragm had increased
MMP-2 activity at 8 and 24 wecks. MMP-9 activity in
mdx muscles was low at 2 weeks but a sharp in-
crease was observed at 8 weeks, followed by a
decrease at 24 weeks in all muscles (Fig. 6B).
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There is considerable variation in the extent of col-
lagen metabolism and histopathology of different
skeletal muscles in the mdx mouse.'? Our data sug-
gest that such features cannot be attributed entirely
to fiber-type proportions and may be related in part
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FIGURE 3. Quantitative image analysis of NCAM* cells in mdx
muscles. Results are expressed as mean (+ SD) of percentage
of NCAM* cells in gastrocnemius (A), soleus (B), and diaphragm
(C). The analysis was based on three animals per group.

to characteristic properties of the muscle-fiber mi-
croenvironment. The ability to generate force and
mechanical power, the time course of contractile
response, and resistance to fatigue differ markedly
among myofibers. As reported previously,3914% mdx
gastrocnemius and diaphragm muscles exhibit sub-
stantial inflammatory response and fibrosis during
the entire lifespan, whereas soleus muscle is not as
greatly affected by the disease. Despite different fi-
ber composition, regeneration as evidenced by
NCAM expression was present at different periods of
the disease in all three muscles. Such results support
data showing that satellite cell frequency is not in-
fluenced by fiber-type composition.*” Expression of
NCAM is important for interactions of muscle cells
during myogenesis and regeneration.* Soleus mus-
cles had a high percentage of NCAM " cells during
carly stages of the disease (2 and 6 weeks), whereas
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gastrocnemius muscles had it at 12 weeks and dia-
phragm at 24 weeks. Regeneration always correlated
with an increased percentage of type IIB myofiber
expression in all muscles.

Although differentiated skeletal muscle fibers are
post-mitotic, they still have a remarkable capacity for
regeneration, largely derived from quiescent satellite
cells located under the basal lamina.® Other stem
cells also have the ability to convert into myogenic
lincage and contribute to muscle regeneration.**
Side population (SP) cells, present in most adult
muscles, have a distinct molecular phenotype (Sca-
17) and participate in muscle regeneration follow-
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FIGURE 4. Quantitative image analysis of Sca-1-positive cells in
mdx skeletal muscles at different ages. Results are expressed as
mean (= SD) of positive cells per mm? in the lesion area with
monoclonal anti-Sca-1 in gastrocnemius (A), soleus (B), and
diaphragm (C). The analysis was based on three animals per
group. *P < 0.001; **P < 0.01; ***P < 0.03; “countless positive
cells,

MUSCLE & NERVE May 2008 589



A
300 o
* L3
r~ | e |
200 4
100 4
0 —
= 2w L 24w
2
P
o
g B
= -
g 1000 1 | —| r
800 4
m.
400
200 4
)
2w Bw 29w

FIGURE 5. Presence of 27-kDa TNF-« in mdx skeletal muscles
at different ages. Results are expressed as mean (= SD) In
gastrocnemius (A) and diaphragm (B) of three animals per group.
Open bars: C57BL10; filled bars: mdx mice. *P < 0.05; **'P <
0.005.

ing injury.!*® In the present work, we showed a
marked increase of Sca-17 cells within areas. of in-
flammation and muscular regeneration, mainly in
mdx gastrocnemius and diaphragm muscles.

Recent evidence from a p55 /" p75~/~ TNF-re-
ceptor double-knockout model indicates that TNF-«
regulates myogenesis and muscle regeneration by
activating p38 MAPK intracellular signaling.” TNF-«
is described as a soluble pro-inflammatory cytokine,
which, depending on the type and developmental
stage of target cells, induces activation, proliferation,
differentiation, or apoptosis.* The protein exists as
a 27-kDa membrane-bound precursor that can be
processed by a TNF-a~converting enzyme (TACE)
and MMP to generate 17-kDa, mature TNF-o.2'27
The mdx diaphragm and gastrocnemius muscles
showed decreased membrane TNF-q, suggesting in-
tense inflammation and the release of soluble TNF-a
pro-inflammatory cytokine at 8 and 24 weeks. The
similar content of 27-kDa TNF-« at 2 weeks in both
mdx and C57 support data showing that this cytokine
plays an important role in skeletal muscle growth.

Skeletal muscle ECM needs to adapt continually
to changing environmental demands. During skele-
tal muscle degeneration and regeneration, ECM re-
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modeling suggests a tight regulation of matrix-de-
grading activity of MMPs and tissue inhibitors.*
MMP-9, produced mainly by inflammatory and acti-
vated satellite cells, influences stem-cell migration
and homing of SP cells, especially on inflamed 1-
selectin—positive vessels of mdx muscles.*!¢

High MMP-9 activity, concomitant with increased
numbers of Sca-1" cells and TNF-a cleaved form in
different muscles of mdx mice in the regeneration
phase indicates an important role for MMPs in tissue
remodeling. In this context, it is conceivable that
MMPs favor migration and activation of myogenic
precursors. The increased MMP-2 activity often asso-
ciated with numerous NCAM" cells in mdx dia-
phragm at 8 and 24 weeks also indicates a role in

C G2 GB G24 S2 S8 S24 D2 D8 D24 A

100 kDa

B
15000 -
|
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tedative OO

FIGURE 6. Expression of MMP-9 and active MMP-2 In mdx
skeletal muscles. (A) lllustrative zymogram. Gastrocnemius (G),
soleus (S), and diaphragm (D) at 2, 8, and 24 weeks. (C) Control
C57BL/10 gastrocnemius muscle. Clear area refers to protein
lyse bands on a blue background. (B) Semi-quantitative analysis
of MMP-g (B) and MMP-2 (C) activities were quantified by Scion
software. Results are expressed as mean (+ SD). Open col-
umns: 2 weeks; cross-hatched columns: 8 weeks; filled columns:
24 weeks.
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myofiber regeneration.?’ During normal muscle
growth and myoblast fusion, MMP-2 is considered
important for degradation of type IV collagen and
other basement membrane components such as en-
tactin.®® MMPs are responsible for the processing of
B-DG,, into B-DGg, (Bdystroglycan), which leads to
the disruption of the a-DG/B-DG interaction.'? In-
deed, our data support the recent suggestion that
increased MMP-2 activity may also reflect the extent
of pathological injury in mdx muscles, especially in
the diaphragm. Taken together, the findings suggest
that the microenvironment of different skeletal mus-
cles may influence a particular kinetic pattern of
MMP activity, which ultimately favors persistent in-
flammation, membrane fragility, or myofiber regen-
eration at different stages of the dystrophic pathol-
ogy.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

