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RESUMO

TESE DE DOUTORADO
Cristiane Bani Corréa

A distrofia muscular do tipo Duchenne (DMD) é uma miopatia inflamatéria fatal ligada ao
cromossomo X causada pela ndo expressdo ou expressao truncada da distrofina em células
musculares esqueléticas e outros tipos celulares. Os primeiros sinais de deficiéncia motora
aparecem logo na primeira infancia e a morte dos pacientes é em torno da segunda década de
vida por insuficiéncia cardiorespiratoria. O camundongo mdx/mdx, um modelo da DMD,
mostra, assim como humanos, padrdes distintos de inflamacéo, regeneracdo e fibrose entre os
musculos esqueléticos e o cardiaco por razdes ainda pouco conhecidas. Assim, buscamos
avaliar as alteracdes na infiltracdo inflamatoria por células mieldides e linfoides, migracdo de
células progenitoras e os microambientes esquelético e cardiaco como um todo, tentando
relacionar com a progressdo da doenca em camundongos madx/mdx. A infiltracdo inflamatoria
em todos os tecidos foi principalmente composta de macrofagos, porém, apenas nos
infiltrados cardiacos estas células apresentam um padrdo de morte semelhante a necrose que
pode afetar a progressdo das leses no tecido. A avaliacdo de mastocitos revelou que apenas o
aumento numérico destas células na distrofinopatia ndo justifica maior lesdo e que o fenotipo
de sub popula¢bes também deve ser avaliado. Observamos poucas células T nos tecidos mas
ha sub populacbes peculiares em diferentes idades e tipos de musculos. Ha um
enriquecimento precoce de celulas CD4 e CD8 no coragédo (6 semanas de idade) que diminui
de forma concomitante ao aumento de um pico Unico de linfocitos T y6 (12 semanas). Ja no
tecido esquelético observamos uma populagdo CD3*/CD117*/CD4 e CD8 duplo negativa com
funcio ainda desconhecida. Encontramos uma populagdo de células progenitoras Scal*/Mac1’
/CD4/CD8" no coracdo e a analise fenotipica desta populacdo com relacdo a expressdo de
B220 e CD117 mostrou picos distintos de células B220"CD117; B220°CD117" e B220
CD117" nas idades 6, 12 e 24/48 semanas, respectivamente. Por outro lado, nos musculos
esqueléticos observamos uma Gnica populagdo de células Sca-1*/CD37/Mac-1/CD197/B220°
/CD117" em 6 e 12 semanas. A analise da regeneragdo de fibras jovens pela expressdo de
NCAM mostrou um aumento de células NCAM™ no musculo solear de 2 semanas, no
gastrocnémio em 12 semanas e no diafragma com 24 semanas. Sugerindo um processo de
regeneracdo mais precoce para 0 musculo menos afetado e mais tardio para mais acometido.
Além disso, metaloproteases (MMPSs) tém sido descritas como importantes na migracdo de
células tronco para os pontos de dano e remodelamento na regeneracdo. Na verdade
observamos que a atividade de MMP2, que € constitutiva dos muasculos, € alta em animais
ainda com muito poucos sinais da doenca, mas ha uma alteracdo e animais de 8 semanas com
mionecrose/inflamacdo passam a ter mais atividade MMP9. O diafragma mais uma vez se
mostrou diferente, e em todas as idades teve alta expressao de MMP2, podendo correlacionar
também com a maior lesdo. Houve ainda um aumento de citocinas inflamatérias como TNF-
o e IFN-y nos musculos esqueléticos e sangue no periodo de 6 e 12 semanas, mas nao IL-10
por exemplo. Esses resultados ilustram a complexidade da doenga e indicam que compreender
melhor os microambientes musculares pode levar a alternativas terapéuticas futuras.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO
Cristiane Bani Corréa

The Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a fatal inflammatory myopathy linked to the X
chromosome and is caused by the non-expression or expression of a truncated form of
dystrophin in skeletal muscle cells and other cell types. The first signs of motor impairment
appear at early childhood and death of patients is around the second decade of life due to
cardiorespiratory insufficiency. Mdx/mdx mice, a model of DMD, shows, as well as human,
distinct patterns of inflammation, fibrosis and regeneration in skeletal muscles and heart for
reasons still unknown. Thus, we evaluated alterations in inflammatory infiltration by
lymphoid and myeloid cells, migration of progenitor cells and skeletal and cardiac micro
environments as a whole, trying to relate with the progression of the disease in mdx/mdx mice.
The inflammatory infiltration in all tissues was mainly composed of macrophages, however,
only in cardiac infiltrates these cells show necrosis-like cell death, what can affect the lesions
progression in tissue. The evaluation of mast cells showed that only the increased number of
these cells in the dystrophinopathy does not justify the increased damage, and phenotypic sub
populations must also be assessed. We observed few T cells in the tissues but peculiar sub
populations at different ages and muscles. There is an early enrichment of CD4 and CD8 cells
in the heart (6 weeks old) that decreases with the concomitant increase of a single peak of vy
T lymphocytes (12 weeks). In skeletal tissues we observed a population CD3*/CD117"/CD4
and CD8 double negative with yet unknown functions. We also found a population of
Scal*/Mac1/CD47/CD8  progenitor cells in the heart and phenotypic analysis of this
population with respect to the expression of B220 and CD117 showed distinct peaks of
B220*/CD117°, B220"/CD117" and B220/CD117" cells at ages 6, 12 and 24/48 weeks,
respectively. Moreover, in skeletal muscles we observed a single cell population of Sca-
1*/CD3/Mac-1/CD197/B220/CD117" at 6 and 12 weeks. Analysis of young fiber
regeneration by the expression of NCAM showed an increase in NCAM™ cells in solear
muscle at 2 weeks, in the gastrocnemius at 12 weeks and in the diaphragm at 24 weeks. This
suggests a very early process of regeneration in the least affected muscle and a later in the
most affected one. Furthermore, metalloproteinases (MMPs) have been described as
important in the migration of stem cells to points of cell damage and extracellular matrix
remodeling in regeneration. However, we observed that MMP2 activity, which is constituent
in muscles, is high in animals with very few signs of the disease, but there is a shift and
MMP9 activity increases in 8 weeks old mice with myonecrosis/inflammation. Again, the
diaphragm appeared different in all ages showing a high expression of MMP2, what may also
correlate with the higher damage. There was an increase of inflammatory cytokines such as
TNF-o and IFN-y in skeletal muscles and blood in 6 and 12 weeks old mice, but not IL-10 for
example. These results illustrate the complexity of the disease and indicate that a better
understanding of the muscle environment may lead to future therapeutic alternatives.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais da distrofia muscular do tipo Duchenne

A distrofia muscular do tipo Duchenne (DMD) é uma miopatia inflamatdria recessiva
ligada ao cromossomo X que afeta 1 a cada 3500 meninos nascidos vivos [1], A clonagem
completa do gene dmd mostra que mais de 50% das mutagdes em humanos envolve ampla
delecdo no locus Xp21[2], o que determina alteracdo na expressdo da isoforma de 427kDa da
proteina distrofina nas células musculares esqueléticas estriadas e outros tipos celulares [3-5]. A
auséncia ou alteracéo da proteina distrofina resulta na perda de conex&o entre o citoesqueleto e a

matriz extracelular tornando a fibra musuclar mais suceptivel a leséo [6].

As alteracdes clinicas sdo evidentes ainda na primeira infancia, em criangas com quatro a
cinco anos de idade. A perda da capacidade de deambular ocorre entre oito a dez anos de idade e
a evolucdo para o Obito em torno da segunda década de vida, geralmente devido a insuficiéncia

cardiaca e/ou respiratoria [7].

O musculo esquelético € o mais severamente afetado na doenca, com 0 acometimento
cardiaco sendo observado atualmente com maior frequéncia devido ao aumento da sobrevida dos
pacientes pela melhoria de algumas intervencdes terapéuticas [8]. A disfuncdo no musculo liso
ainda é controversa, porém, ha algumas evidéncias de alteracdes também neste tipo muscular. As
caracteristicas histologicas do muasculo distréfico no inicio da doenca sdo os inimeros focos de
mionecrose, levando a altos niveis da enzima creatina quinase no sangue, intenso infiltrado
inflamatdrio e miofibras hipertroficas. Os ciclos repetidos de degeneracdo esgotam a capacidade
regenerativa das células satélites, e mecanismos fibréticos causam a substituicdo progressiva do
tecido muscular contréatil por tecido fibroso [9]. Ainda ndo existe uma terapia curativa para 0s
portadores da DMD, apenas tratamentos paliativos sintomaticos associados a fisioterapia e/ou
cirurgia ortopédica para aliviar a escoliose [10]. O uso de glicocorticdides apenas melhora os
sintomas da DMD [11] e estudos recentes indicam como estratégias promissoras as terapias

genética, celular e farmacoldgica [2, 10, 12, 13].
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1.2 Caracteristicas gerais do tecido muscular esquelético e cardiaco

1.2.1 Mdsculo esquelético

O tecido muscular esquelético é um tecido complexo formado por muitos tipos celulares e
a miofibra esquelética é a célula cuja funcdo primaria é gerar forca e induzir movimento
voluntario. As miofibras sdo células multinucleadas que se formam a partir da fusdo de
precursores de mioblastos durante o desenvolvimento embrionario e também apés lesdes durante
a vida adulta. As miofibras fazem ainda ligagdes intimas com a lamina basal da matriz
extracelular através de um complexo de proteinas no sarcolema que se associa as proteinas do
citoesqueleto como actina/miosina e aos filamentos intermediérios. Este complexo, do qual a
distrofina faz parte (ver item 1.4), permite tanto a manutencéo da integridade do sarcolema, como
a transducdo de sinais do ambiente e auxilia na organizacdo das estriacbes das miofibras. As
estriagdes sdo formadas pela repeticdo de unidades iguais, 0s sarcOmeros, 0s quais sdo formados
pela regido da miofibrila compreendida entre duas linhas Z sucessivas e uma banda A separando
duas semibandas | (Fig 1). Estas s@o constituidas de filamentos de actina e filamentos grossos de
miosina dispostos longitudinalmente. Essa organizacdo € 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 [14, 15].

O sistema de tabulos transversos (sistema T) é responsavel pela contracdo uniforme de
cada fibra muscular esquelética. Este sistema é constituido por uma rede de invaginagdes
tubulares da membrana da fibra muscular (sarcolema), cujos ramos envolvem as jungdes das
bandas A e | de cada sarcomero. Em cada lado do tubulo T existe uma expansdo do reticulo
sarcoplasmatico e este complexo, formado por um tdbulo T e duas expansbes do reticulo
sarcoplasmatico, é conhecido como triade. Na triade, a despolarizacdo dos tubulos T é

transmitida ao reticulo sarcoplasmatico para liberagdo de Ca*" para a contragdo [16](Fig 1).
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Linha Z Faixa A Faixa |

{ Zona H v

Mitocondria

Sarcolema

Lamina basal Glicogénio  Sistema de Reticulo Fibras
tubulos T sarcoplasmico colagenas

ulf esquelético — cortelt

Figura 1: Tecido muscular esquelético. A: Sistema de tubulos T dentro de uma fibra muscular
(adaptado de Mcardle, 2003); B: Corte transversal de musculo esquelético visto em microscépio
optico (http://www.efoa.br/academico/material/CB/Histologia/Musculo%20esqueletico%202.jpg);
C: Ultraestrutura da fibra muscular estriada (http://www.scielo.br/img/revistas/rbz/v36s0/03f2.jpg).

O tecido conjuntivo presente nos musculos esqueléticos envolve as principais estruturas
do tecido, que sdo: o epimisio, que recobre todo o musculo; o perimisio, recobrindo os fasciculos
que sdo feixes de fibras musculares; e o endomisio, que envolve individualmente cada fibra
muscular. Essa disposi¢do do tecido conjuntivo mantém as fibras musculares juntas e permite
certa liberdade de movimento entre elas. Esses revestimentos se prolongam do musculo até os
tendGes que séo ricos em colageno, cuja fungdo é fixar o musculo ao 0sso. O tecido conjuntivo

também esté presente revestindo 0s vasos e nervos que irrigam e inervam os musculos (Fig 2).
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Figura 2: Corte transversal das estruturas do musculo esquelético e arranjo dos seus
revestimentos de tecido conjuntivo (adaptado de Mcardle, 2003).

1.2.2 Mdsculo cardiaco

O musculo cardiaco é constituido por células alongadas e intimamente interligadas que
apresentam estriacdes transversais. Porém, ao contrario das fibras esqueléticas, as fibras
cardiacas possuem apenas um ou dois nucleos centralmente localizados. As fibras cardiacas
também sdo revestidas por uma bainha de tecido conjuntivo, equivalente ao endomisio do
musculo esquelético, que contém uma abundante rede de capilares sanguineos. Uma
caracteristica do musculo cardiaco é a presenca de discos intercalares, 0s quais sdo complexos
juncionais encontrados entre as células musculares (Fig 3). Nos discos intercalares encontram-se
trés especializagdes juncionais principais: zonula de adesdo, desmossomos e juncdes

comunicantes (Gap junctions) que permitem a contracao sincronizada do muasculo.
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P

Figura 3: Corte longitudinal de masculo cardiaco corado com hematoxilina e eosina. A seta indica um

disco intercalar (http://cytochemistry.net/Cell-biology/Medical/practice_practical_muscle.htme).

O padrdo de estriacdes das fibras musculares estriadas cardiacas € idéntico ao das fibras
musculares estriadas esqueléticas, incluindo a alternancia entre bandas | e A. Cada sarc6mero
possui a mesma estrutura basica que seu equivalente na fibra muscular esquelética;
consequentemente, 0 modo e 0 mecansimo de contragdo séo virtualmente idénticos nos dois tipos
de tecidos. Entretanto, varias outras diferencas principais devem ser notadas, sobretudo no
reticulo sarcoplasmatico, na organizacdo e quantidade dos tbulos T, no suprimento de Ca** do
tecido cardiaco, nos canais de ions no sarcolema e na duracdo do potencial de acdo. No musculo
cardiaco o sistema T e o reticulo sarcoplasmatico sdo organizados de forma diferente em relacao
ao esquelético e as triades ndo sdo tao freqiientes nas células cardiacas. Ao contrario das triades,
sdo observadas diades, constituidas por um tubulo T e uma expanséo do reticulo sarcoplasmatico
[17]. Diferente das fibras esqueléticas, onde as triades estdo localizadas nas interfaces entre as
bandas A-l, as diades das fibras musculares cardiacas estdo localizadas ao nivel da linha Z. Além
disso, os tabulos T das fibras cardiacas tém um didmetro quase duas vezes e meia maior do que o
diametro dos tubulos T do musculo esquelético e sdo revestidos por uma lamina externa [17].

O musculo cardiaco mantém seu préprio ritmo através da despolarizacdo e repolarizacéo
espontanea de uma pequena regido de tecido neuro-muscular especializado denominado nodulo
sinoatrial (n6dulo SA). Sendo assim, 0s sinais eletroquimicos se originam normalmente no
nddulo SA e se propagam através dos atrios até o nddulo atrioventricular (nédulo AV). Ocorre

um retardo de 0,1 segundo depois que o impulso elétrico se propaga através dos atrios,

17


https://webmail.ioc.fiocruz.br/exchweb/bin/redir.asp?URL=http://cytochemistry.net/Cell-biology/Medical/practice_practical_muscle.htme

permitindo que 0s mesmos se contraiam e impulsionem o sangue para os ventriculos. O noédulo
AV dé origem ao feixe de His que, por sua vez, transmite o impulso através dos ventriculos por
intermédio do sistema de Purkinje. Cada célula ventricular € estimulada dentro de
aproximadamente 0,06 segundo apos a penetracdo do impulso dentro dos ventriculos, permitindo
uma contracdo unificada e simultanea de ambos os ventriculos [18, 19].

Além das diferencas histoldgicas e fisioldgicas ja citadas entre 0 musculo esquelético e o
cardiaco, ha também um padrdo diferenciado de expressdo da distrofina em ambos os musculos.
No musculo esquelético a distrofina é concentrada na regido do costamero, ja no cardiaco ela esta
uniformemente distribuida ao longo do sarcolema [20]. Essa variacdo, juntamente com as demais
diferencas observadas entre os dois musculos, provavelmente faz com que esses dois tipos

musculares sejam diferentemente afetados nas distrofinopatias.

1.3 Contracdo muscular e tipos de miofibras

A interacdo entre as moléculas de miosina e actina esta associada a hidrolise de ATP. A
miosina, como tem um sitio para unir-se ao ATP, comporta-se como uma ATPase e a actina
como um ativador. Desta forma, a energia da hidrdlise do ATP € convertida em trabalho
mecanico para a contracdo muscular [21, 22].

Os masculos esqueléticos de mamiferos co-expressam diferentes tipos de miosina e
somente um tipo de actina, sugerindo que a diversidade entre os tipos de fibras musculares seja
pelo menos em parte resultado da diferenca dos tipos de miosina.

A molécula de miosina é formada por duas cadeias pesadas e dois pares regulatorios de
cadeia leve. A cadeia pesada de miosina (MHC) é uma das principais proteinas sarcoméricas e
tem sido usada como um marcador de diferenciacdo de células musculares, que junto com outras
proteinas estruturais forma as primeiras estruturas do sarcomero [23-25]. No musculo esquelético
de mamiferos sdo encontradas sete isoformas de MHC, quatro dessas no musculo esquelético
adulto e uma adicional predominando no musculo cardiaco [26].

Os diferentes tipos de fibras musculares funcionam basicamente de modo semelhante.
Contudo, os musculos ndo contém fibras com as mesmas capacidades metabdlicas e funcionais
[27]. As fibras musculares esqueléticas sdo classificadas em dois grupos (Tabela 1): tipo | ou
fibras de contracdo lenta e tipo Il ou fibras de contracdo radpida que se distinguem por
propriedades fisioldgicas e bioguimicas. Logo, a composicdo da fibra muscular determina a
velocidade de contracdo e a fadiga de um musculo esquelético em particular [22]. As fibras de
contracao tipo Il se subdividem nos grupos A, B e C, sendo que o subgrupo A é mais oxidativo e

0 subgrupo B mais glicolitico. O subgrupo C representa um grupo de células indiferenciadas [27-
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29] que, dependendo do estimulo (e.g. fatores hormonais, quimicos e neurais) [30], pode assumir

caracteristicas dos subtipos A ou B.

Tipos de fibra Fibras tipo | Fibras tipo II1A Fibras tipo 1B
Tempo de contracdo Lenta Répida Muito répida
Tamanho do neurdnio motor Pequeno Grande Muito grande
Resisténcia a fadiga Alta Intermediaria Pequena
Producéo de forga Lenta Alta Muito alta
Densidade de mitocondria Alta Alta Pequena
Densidade de capilares Alta Intermediaria Pequena
Capacidade oxidativa Alta Alta Pequena
Atividade miosina-ATPase Baixa Alta Alta
Capacidade glicolitica Pequena Alta Alta
Estocagem de energia Triglicerideos | CK, Glicogénio |CK, Glicogénio

Tabela 1: Caracteristicas funcionais das fibras musculares, obtido de:

http://www.brianmac.demon.co.uk/muscle.htm

As fibras vermelhas (isoforma tipo 1), assim chamadas pela grande quantidade de
mioglobina, tém contracdo mais lenta. Além disso, possuem uma grande quantidade de
mitocéndrias e suprimento capilar, o que permite um perfil favoravel ao metabolismo oxidativo
(fibras oxidativas), resisténcia a fadiga e atividades longas e repetitivas. Miofibras com a
isoforma tipo IlA em transicdo apresentam caracteristicas comuns aos tipos | e 11B. Miofibras
brancas (tipo Il) possuem menos mioglobina e mais ATPase, 0 que propicia uma contracdo mais
rapida com utilizacdo de muito mais energia que as vermelhas, devido ao grande estoque de
fosfocreatina e glicogénio. Isto permite uma maior adaptacdo ao metabolismo anaerdébio
glicolitico, porém maior propensdo a fadiga [31]. Contudo, aparentemente ambos tipos de
miofibras apresentam alto indice metabdlico oxidativo devido ao contetdo elevado de
mioglobina e mitocdndrias de uma forma geral [27]. Na fase precoce da regeneracdo, todas as
fibras indiferenciadas sao do tipo 11C, e podem se diferenciar em fibras do tipo | apds 3 semanas
ou tipo Il apds 4 semanas [29].

Os masculos sdo constituidos por uma mistura de aproximadamente 50% de fibras de

contracao lenta e 50% de fibras de contragdo rapida. No entanto existem musculos especificos
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que sdo considerados como predominantemente do tipo | ou Il [22]. O masculo solear apresenta
de 25 a 40% mais fibras de contracdo do tipo I, enquanto que o triceps contém de 10 a 30% a
mais de fibras do tipo Il. De uma forma geral, os musculos anti-gravitacionais contém maior

proporcao de fibras do tipo I.

Em camundongos distroficos, a proporcao de tipos de fibras varia entre os masculos e
entre os estagios da doenca. No musculo gastrocnémio, por exemplo, a fibra do tipo 1A é a mais
abundante durante o curso da doenca [32]. No musculo diafragma de cées distréficos, o nimero
de fibras do tipo | aumenta enquanto que as fibras do tipo IIA diminuem em animais com idade

acima de seis meses [33].

14 Complexo distrofina e importancia do microambiente muscular

A distrofina é a proteina mais abundante da fibra muscular, pertence a superfamilia das
espectrinas, tem 427 kDa de peso molecular e forma quatro dominios funcionais (Fig 4). O gene
da distrofina é o maior descrito em humanos e 99% do gene da distrofina é constituido de introns
e a seqliéncia codificante & composta por 79 exons, incluindo sete promotores [34, 35]. A
distrofina possui ainda uma variedade de isoformas codificadas a partir do mesmo gene, como
por exemplo, trés isoformas completas que possuem o0 mesmo numero de exons, mas Sao
derivadas de trés promotores independentes no cérebro, musculo e neurénios cerebelares de
Purkinje [4, 36]. Uma isoforma adicional em linfocitos foi também descrita [37], porém, outros
estudos sugeriram que este dado pode representar um artefato, tornando seu papel funcional
duvidoso [38]. Além dessas isoformas o gene da distrofina produz diversas outras geradas através
de processamento alternativo e esses variantes podem se formar pela exclusédo de alguns exons do
transcrito primario ou pela subversao da ordem dos exons [39, 40].

A distrofina apresenta localizacdo interna no sarcolema, formando uma trama associada a
um complexo de glicoproteinas (DGC) constituido pelas distroglicanas, sarcoglicanas,
sintrofinas, distrobrevinas, sarcospan e actina [41]. O dominio N-terminal com 336 aminoacidos
permite a ligacdo a actina; um dominio com 24 unidades de repeticdes longas constituido de
segmentos de tripla-hélice com 88 a 126 aminoacidos; um dominio com 135 aminoacidos rico
em cisteina que se liga as proteinas do sarcolema e o dominio C-terminal com 320 aminoacidos
com sitios de ligacdo para sintrofina e distrobrevina [42].

Dentre os componentes do DGC esta a distroglicana, que é o principal componente do
complexo e estd envolvida em uma variedade de processos celulares como a estabilizacdo do
sarcolema e agrupamento dos receptores de acetilcolina [43]. Além disso, sua expressdo esta

reduzida em camundongos mdx/mdx [15]. A distroglicana é um receptor de superficie celular que
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possui duas subunidades: o-distroglicana, que é extracelular e altamente glicosilada, e a p-

distroglicana, que é transmembranar e se liga ao dominio citoplasmatico da distrofina [15, 43].

As fibras musculares interagem intimamente com a matriz extracelular (ECM), a qual
consiste num suporte mecanico para a coordenacdo da forca de contracdo e fonte de sinais
bioquimicos que mantém as funcdes celulares normais. Assim, a ECM ¢é constituida por uma
variedade de moléculas com propriedades bioquimicas e biofisicas que formam uma rede

dindmica de integragdo celular e macromolecular.

A ECM participa como estrutura para adesdo celular mediada por integrinas,
distroglicanas, proteoglicanas e 0s receptores de tirosina quinase presentes na superficie celular.
A interacdo entre a ECM e moléculas de adesdo leva a sinalizacdo intracelular que culmina com
ativacdo celular e alteracdo no citoesqueleto. Por exemplo, as proteoglicanas com suas cadeias de
glicosaminoglicanas permitem interagcdes prolongadas com fatores de crescimento presentes no
microambiente. Além disso, a expressdo elevada da integrina a7p1 em camundongos com

distrofinopatia leva a reducdo dos sintomas, mostrando a importancia da interacdo da ECM com

Laminina - 2

seus ligantes [44].

a-distroglicana

Sarcolema
Sarcospan

B-distroglicana Sarcoglicanas

. A Sintrofina
Distrofina

Distrobrevina

F-actina

Figura 4: Complexo distrofina-glicoproteinas.

Referéncia: http://genomebiology.com/content/figures/gb-2001-2-4-reviews3006-3.jpg

A formacdo do complexo DGC é crucial para a ligagdo da matriz extracelular com o
citoesqueleto [2]. Como dito anteriormente, atualmente acredita-se que todo esse complexo, além

do suporte estrutural, participe na transdugéo de sinais provenientes da interacdo da fibra
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muscular com a matriz extracelular [41]. A organizacdo desse complexo é essencial para a
integridade da fibra muscular e estabilidade do sarcolema.

A deficiéncia de distrofina e de outras proteinas do complexo DGC resulta em diferentes
tipos de distrofias musculares em varias espécies animais [5, 45-47]. Mutages no gene promotor
da distrofina podem bloquear a transcricdo dessa molécula no musculo cardiaco levando a
cardiomiopatia ligada ao X [48]. J& mutacBes em regides codificantes distintas podem promover
distrofia muscular de Duchenne ou distrofia muscular de Becker (Fig 4) [49]. Mutag&o nos genes
que codificam as sarcoglicanas causa as distrofias musculares da cintura e membros (LGMD)
enquanto mutagdo no gene da merosina causa distrofia muscular congénita (CMD) [50]. A perda
de distrobrevinas causa distrofia muscular em camundongos e defeitos em outras proteinas

incluindo colageno VI, titina, desmina e caveolina-3 causam miopatias graves em humanos [15].

1.5 Camundongos mdx/mdx

O camundongo mdx/mdx, um mutante da colénia de C57BL/10ScSn, foi identificado
pelos altos niveis da enzima creatina quinase no soro e patologia semelhante 8 DMD humana [46,
51, 52]. O camundongo mdx/mdx apresenta uma mutacéo espontanea no cdédon terminal do exon
23 no gene da distrofina [53], sendo atualmente considerado o modelo animal mais adequado ao
estudo da fisiopatologia da DMD [12].

Os camundongos mdx/mdx com 4 e 6 semanas apresentam intensa mionecrose e
regeneracao evidenciada pela freqliente expressdo de fibras com a isoforma da cadeia pesada da
miosina fetal e por fibras com nucleacdo central [54]. Essa fase de degeneracdo ¢ acompanhada
por hipertrofia muscular transitoria. Embora ocorra um processo continuo de degeneragdo e
regeneracdo em niveis baixos e relativamente constantes ao longo da vida, animais acima de 15
meses de idade tornam-se extremamente fracos, frequentemente morrendo mais cedo do que

camundongos do tipo selvagem [55].

No diafragma, onde a patologia é mais acentuada, ocorre grande infiltracdo inflamatoria,
perda de fibras musculares e alta deposicédo de coladgeno [56], levando a degeneracdo progressiva

semelhante a que ocorre nos musculos de pacientes com DMD [56, 57].

A doenca do camundongo mdx/mdx é parcialmente amenizada pela reversdo da expressdo
de distrofina no tecido muscular e pela substituicdo parcial da distrofina pela proteina homologa
utrofina [58]. Sendo assim, camundongos duplo-deficientes em distrofina e utrofina
(mdx/mdx/utrn™) também sdo utilizados como modelos de estudo [59]. Estes animais apresentam

um fenotipo bastante severo da doenca, semelhante ao observado em humanos. Ao contrério do
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mdx/mdx, o camundongo mdx/mdx/utrn”" apresenta retardo no crescimento, perda de peso e morte
prematura [59].

Apesar dos camundongos apresentarem certas limitacbes no estudo da DMD pela
progressdo diferenciada da doenca, estes animais sdo ferramentas importantissimas na pesquisa,
pelo facil manuseio e pelas semelhangas genéticas e na resposta inflamatéria. Um dos aspectos
mais relevantes do estudo da DMD é a avaliacdo de mecanismos de inducdo e controle da
resposta inflamatéria cronica, tanto em humanos como em modelos experimentais.
Provavelmente, a regulacdo inflamatdria € um evento chave no controle da progresséo da doenca

e na elaboracéo de futuras propostas terapéuticas.

1.6 Diferenciacéo e regeneracao do tecido muscular

A formagdo ou regeneracdo do tecido muscular tem inicio na diferenciagdo de células
precursoras especificas que se formam a partir de células tronco (CT) mais indiferenciadas,
embrionarias ou adultas [55]. A medula éssea possui dois tipos distintos de CT: Células do
estroma da medula e células tronco hematopoiéticas. As CT pluripotentes derivam do estroma da
medula e podem se diferenciar apés transplante, em uma variedade de linhagens, incluindo
musculo esquelético, neurdnios e células hematopoiéticas [44]. As CT hematopoiéticas podem se
diferenciar em células hepaticas, musculo cardiaco, endotélio vascular e varios tipos de células
epiteliais apos transplante [60].

No musculo cardiaco varias CT pluripotentes ou somaticas sdo capazes de se diferenciar
em cardiomidcitos ou neovascularizar o tecido como: células hematopoiéticas (CD34'/CD45"),
células mesenquimais (CD347/CD45) e progenitores endoteliais (CD133"). Além dessas células,
o tecido cardiaco também possui uma populacdo residente chamada side population (SP) que tem

capacidade de proliferar e se diferenciar em cardiomidcitos [61].

O musculo esquelético possui uma notavel capacidade de regeneracdo a injaria. A
capacidade regenerativa desse tecido é largamente atribuida a uma populacdo de células
miogénicas especificas da musculatura esquelética, as células satélites (CS). Além das CS outras
populacdes de CT podem ser encontradas no musculo como as células SP, CT derivadas de

musculo (MDSC), CT associadas a vasos (mesoangioblastos e pericitos) [62].

CS estdo geralmente localizadas abaixo da lamina basal entre as fibras musculares
esqueléticas num estado de quiescéncia. Morfologicamente, as CS quiescentes diferem das
ativadas por apresentarem alta relacdo ndcleo/citoplasma, com poucas organelas, nicleo menor

quando comparado com os nucleos adjacentes da fibra muscular e aumento da heterocromatina
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nuclear comparada a do mionucleo. Quando ativadas, ocorre reducdo da heterocromatina,
aumento na relacdo citoplasma/nucleo e aumento no numero de organelas intracelulares
Inicialmente elas proliferam originando células filhas precursoras de células miogénicas
necessarias para o crescimento pos-natal e regeneracdo muscular [63-66]. Embora inicialmente
consideradas como CT monopotentes capazes de originar somente células miogénicas,
experimentos mais recentes in vitro mostram que elas podem se diferenciar em adipécitos e
ostedcitos [66]. Estudos in vitro mostraram que as CS e CT sdo populacdes distintas [67]. CT
musculares sdo positivas para o0 marcador hematopoiético de antigeno 1 de célula tronco (Sca-1),
mas ndo expressam nenhum marcador de CS, e estas sdo negativas para Sca-1 e ndo ddo origem a
células hematopoiéticas [66]. Pode-se encontrar células Sca-1 em diversos tecidos como glandula
mamaria, figado, coracdo, prostata, musculo esquelético e o sistema hematopoiético [68]. No
musculo esquelético elas se localizam entre as fibras musculares ou associadas com vasos
sanguineos e acredita-se que sdo progenitores de células satélites ou precursores de célula
muscular [66]. As SP aumentam em nUmero apds injuria e participam na regeneracdo, ja as
MDSC séo outra populacdo de células tronco com potencial miogénico isoladas do musculo

esquelético adulto expressando os marcadores Sca-1 e CD34 [69].

O masculo esquelético de mamiferos possui capacidade de regeneracdo rapida e extensa
em resposta a estimulos provenientes do tecido lesado, como fibras necréticas por exemplo.
Fatores liberados pela lesdo muscular ativam células inflamatdrias residentes gerando sinais
quimiotaticos para migracao de macrofagos principalmente, mas também neutrofilos, eosinofilos,
linfocitos CD4" ,CD8", raros linfocitos B e células NK [55, 70-72]. Dados referentes a deteccio
in situ de citocinas em pacientes com DMD sdo bastante controversos, talvez por terem sido
realizados em diferentes estagios da doenca [73]. Com relacdo as citocinas que podem participar
do processo de regeneracdo, o TGF-p é a melhor caracterizada. Esta citocina é secretada por
varios tipos celulares, como leucdcitos, plaquetas, osteoblastos/osteoclastos e células endoteliais,
promovendo reparo tecidual, inibicdo da ativacdo de leucdcitos e influenciando na atividade das

células endoteliais e do parénquima [74, 75].

1.7 Resposta inflamatoria — caracteristicas gerais
A inflamac&o é uma complexa reacdo do organismo atraves do qual os tecidos respondem a
injuria. Quando ocorre de forma controlada, leva ao reparo estrutural e de funcéo dos tecidos e é

fundamental para a manutencdo da homeostase. A deteccdo de lesdo tecidual ou de agentes
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invasores nos tecidos gera uma resposta inicial relativamente circunscrita. A eficiéncia desta
resposta depende das sub populagdes envolvidas e de suas atividades efetoras, as quais devem
controlar a infecgdo, quando presente, promover a remocao de estruturas e células danificadas e o
reparo do tecido. No caso de doencas inflamatorias cronicas, como a DMD, ndo ha finalizacédo do

processo inflamatdrio pela continuada lesdo de fibras musculares pela perda da distrofina.

1.7.1 Interacdo com o endotélio e migracdo celular

A migracdo de leucdcitos do sangue para locais de lesdo extravascular ocorre através de
um processo de maltiplas etapas controladas por sinais quimioatrativos e eventos de adesdo
célula-célula e célula-matriz extracelular [76]. Inicialmente h& o rolamento dos leucdcitos sobre o
endotélio e posteriormente a adesdo e a transmigracdo pelo vaso. Diversas familias de moléculas
participam como fatores de iniciagdo e manutencdo desse processo inflamatorio. Citocinas,
qguimiocinas, aminas vasoativas, prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos possuem papel
fundamental na ativacdo e recrutamento de células inflamatorias [76, 77]. Essas moléculas
também atuam sobre o endotélio, tornando-o permissivo a migracdo dessas células [78]. A
ativacdo de celulas do sangue periférico bem como a permeabilidade do endotélio depende da
participacdo de selectinas, integrinas, moléculas pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas
e quimiocinas, resultando na quimiotaxia e no aumento da avidez da interacdo, permitindo a
diapedese [76, 79, 80].

O evento inicial da migracdo é a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio adjacente
ao sitio inflamado, induzida pela liberacdo de mediadores inflamatorios diversos liberados pelos
tecidos danificados [81]. Nas vénulas pds-capilares, e nas vénulas endoteliais altas (HEVS) nos
linfonodos, ocorre inicialmente o rolamento ao longo do vaso, permitindo sua interacdo (adeséo
fraca a principio e depois forte) com o endotélio e em seguida a pavimentacao, onde os leucécitos
margeiam 0 vaso para a transmigracdo [82, 83]. Os eventos iniciais de adesdo sao dependentes
das interacdes reversiveis entre as selectinas e seus ligantes, ambos expressos tanto pelos
leucocitos quanto pelas células endoteliais [79]. S@o descritas trés selectinas, incluindo E-
selectina, P-selectina e L-selectina, nomeadas de acordo com o tipo celular em que foram
descritas (endotélio, plaquetas e leucocitos, respectivamente) [84]. A P-selectina ou CD62P ¢
constitutivamente expressa e estocada em granulos secretérios e rapidamente mobilizada para a
superficie das células endoteliais quando ha estimulo por mediadores inflamatorios locais como
histamina, trombina, radicais livres de oxigénio, IL-4 e IL-13 [84]. Esta molécula interage
primariamente com a glicoproteina ligante de P-selectina do tipo 1 (PSGL-1) expresso pelos

leucocitos. A E-selectina ou CD62E é sintetizada e expressa no endotélio pela acdo de
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mediadores como IL-1, lipopolissacarideo (LPS) e fator de necrose tumoral o (TNF-a) [79].
Seus principais ligantes sdo o PSGL-1 e ligante de E-selectina (ESL-1), também expressos na
superficie dos leucdcitos [85]. A expressdo da E-selectina resulta em uma dramética reducao na
velocidade de rolamento do leucécito, aumentando a capacidade de migracdo. A L-selectina é
expressa em quase todos os leucdcitos e participa do direcionamento dessas células para 0s
linfonodos e também medeia o rolamento apds estimulo inflamatério, direcionando os leucdcitos
para o sitio de inflamacdo [86]. Os ligantes de L-selectina podem ser divididos em trés
categorias: sialomucinas, proteoglicanas e glicoproteinas. Na categoria da sialomucina podemos
encontrar o CD34, a molécula-1 de adesdo celular glicosilada (GlyCAM-1), adressina vascular de
mucosas (MAdCAM-1) e proteina tipo podocalixina (PCLP)[87].

A adesdo firme dos leucécitos ao endotélio envolve a interagdo de integrinas também
expressas pelos leucocitos e pelas células endoteliais. Essas integrinas sao incapazes de interagir
com seus ligantes em leucocitos ndo estimulados, um mecanismo que participa do controle da
resposta inflamatoria. A capacidade de interacdo requer sinais de ativacdo que promovem a
transicdo das integrinas para um estagio de alta afinidade [88]. Dentre esses sinais de ativacao
encontram-se o fator ativador de plaquetas (PAF), TNF-o. e LPS [89-91]. Durante o rolamento
inicial nas células endoteliais, 0s sinais de ativacdo para as integrinas sdo fornecidos nao apenas
por moléculas quimioatraentes, mas também pela propria interacdo anterior das selectinas com
seus receptores [79].

As integrinas constituem uma grande familia de moléculas de adesédo celular importantes
na adesdo dos leucocitos ao endotélio e na migracdo de células inflamatérias pela matriz
extracelular. S&o proteinas heterodiméricas compostas de uma cadeia o e uma f ligadas néo
covalentemente [88]. Integrinas como o antigeno associado a fungédo de linfocitos do tipo 1(LFA-
1) e Antigeno de expressdo tardia-4 (VLA-4) sdo expressas na superficie de leucdcitos e
interagem com moléculas da superfamilia das imunoglobulinas nas células endoteliais, molécula
de adesdo intercelular (ICAM) e molécula de adesdo celular vascular (VCAM), respectivamente
[88]. A expressdo de ICAM ¢ constitutiva, porém aumentada pela acdo de citocinas como IL-4,
IL-1 e TNF-a, jA 0 VCAM ndo é constitutivamente expresso, porém é induzido por TNF-a e IL-
1 [78, 92]. Por exemplo, terapias baseadas em anticorpos monoclonais contra moléculas de
adesdo estdo sendo testadas para impedir a migracdo de células inflamatorias e principalmente
linfocitos T auto-reativos em doencas auto-imunes. O bloqueio da acdo da molécula LFA-1 por
anticorpos contra os seus ligantes ICAM-1 e ICAM-3 ou contra ela propria, por exemplo, tem se

mostrado bastante promissor no controle da psoriase [93]. Outros estudos indicam a eficacia

26



desses blogueadores em pacientes que passaram por transplante renal [93]. Além do LFA-1,
terapias baseadas no bloqueio por anticorpos da molécula VLA-4 também estdo sendo
desenvolvidas e excelentes respostas clinicas estdo sendo obtidas em pacientes com doenca de
Crohn e esclerose multipla [93].

Apb6s a adesdo firme dos leucocitos ao endotélio, ocorre o evento de migracdo
transendotelial dessas células. Essa transmigracdo ocorre nas bordas das células endoteliais, onde
juncdes do tipo tight sdo observadas [81]. H& ainda modificacfes nas juncdes aderentes entre as
células endoteliais, havendo uma desorganizacdo dos componentes juncionais caderina, f-
catenina e placoglobulina em areas proximas as regides de adesdo dos leucécitos [94].

Duas moléculas de adesdo pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas estdo
envolvidas na transmigragdo de leucocitos: molécula de adeséo celular de plaquetas/endotélio do
tipo 1 (PECAM-1) e molécula de adesdo juncional (JAM). PECAM-1 é expressa na juncao
celular endotelial e na superficie de mondcitos e neutrofilos, mediando o extravasamento de
leucocitos [95]. A molécula JAM é seletivamente concentrada nas juncdes endoteliais, mas néo
estd presente nos leucocitos [78]. A importancia de JAM no extravasamento de leucocitos foi
demonstrada em experimentos onde este processo foi inibido pela utilizacdo de anticorpos contra
esta molécula [96]. Uma vez no tecido-alvo, a migracdo de células inflamatérias ocorre através
da interacdo de moléculas de adesdo e receptores expressos na superficie celular com
quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias e componentes da matriz extracelular, permitindo que
essas células se posicionem corretamente no sitio inflamatorio [76]. A migracdo de leucdcitos
pela matriz extracelular ¢ mediada pelos receptores de laminina, fibronectina e vitronectina, tais
como CD49d e CD49e, que sao rapidamente expressos pelos leucocitos apos estimulagdo por
fatores quimioatraentes e durante a migracdo transendotelial [97, 98]. Sendo assim, diversas
etapas sdo necessarias para a migracdo e chegada dos leucécitos ao foco inflamatério, através de
um processo que requer uma rede complexa de interac6es entre diversas moléculas sollveis e de
membrana.

Uma vez no foco inflamato6rio, uma série de outras moléculas atuam permitindo que as
células inflamatdrias exercam seus papéis funcionais. O co-receptor CD2, por exemplo, é uma
molécula de grande importancia na ativacdo de linfocitos T, amplificando o sinal primario de
ativacdo fornecido pela interacdo TCR-peptideo-MHC, alem de atuar como uma molécula de
adesdo, aumentando o tempo de interacdo entre o linfocito e as células apresentadoras de
antigeno (APCs) ou alvo [99, 100]. O CD2 é uma proteina monomérica de membrana expressa
principalmente em linfécitos T e timdcitos e que interage com o LFA-3 expresso pelas APCs

[100]. Uma série de terapias envolvendo anticorpos monoclonais contra CD2 também esta sendo
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desenvolvida e tém se mostrado bastante eficientes em patologias como artrite e psoriase [100].
Além do CD2, o CD44 também participa na ativacdo de linfocitos, além de promover interacdes
célula-célula e célula matriz extracelular, interagindo com &cido hialurénico, colageno,

metaloproteases (MMPs) e também com E - e P-selectinas [101, 102].

1.7.2 Envolvimento de células inflamatérias na DMD

Diversos estudos mostram que os infiltrados inflamat6rios apresentam papel central na
DMD humana e no modelo animal mdx/mdx, fornecendo evidéncias de que as interacfes das
células inflamatérias com o masculo deficiente em distrofina podem contribuir tanto para a morte
celular nas distrofinopatias quanto para a regeneragdo muscular [103-105].

A inflamacdo na DMD é caracterizada por altas concentracdes de células mieldides no
musculo esquelético, incluindo neutréfilos, eosindfilos, mastocitos e principalmente macrofagos
e fibroblastos [103, 104, 106, 107]. Wehling e colaboradores mostraram em ensaios in vitro que a
co-incubacdo de macrofagos isolados de camundongos mdx/mdx de 4 semanas com miotubos
levou a lise de 40% desses miotubos em 16 horas, indicando que esses macréfagos apresentam
capacidade citolitica [105]. Este estudo mostrou ainda que a deplecdo de macrofagos em
camundongos mdx/mdx previne grande parte da lise de células musculares confirmando que,
alem da lesdo muscular mecénica pela falta da distrofina, ha atividade citolitica dependente de
macrofagos. Porém, ainda ndo esta claro através de quais vias citotoxicas ha essa inducdo de
morte celular. Estudos utilizando camundongos mdx/mdx transgénicos para a enzima oxido
nitrico sintase (NOS), com aumento na producdo da enzima, mostraram uma reducdo na
concentracdo de macrofagos e fibras danificadas tanto no musculo esquelético quanto no
cardiaco, promovendo uma melhora na patologia [105, 108]. Embora o0 NO em altos niveis seja
capaz de induzir morte celular, estes resultados protetivos no animal transgénico podem refletir
os altos niveis do radical desde o nascimento. Por outro lado, trabalhos mais antigos mostram que
0 Oxido nitrico apresenta capacidade de inibir a diapedese, ativacdo e longevidade de algumas
populacdes de células mieldides [109, 110]. A enzima 6xido nitrico sintase neuronal (NNOS) é
uma das diversas proteinas que interagem com a distrofina na superficie da célula muscular
[111]. Sendo assim, na auséncia da distrofina, a concentracdo de nNOS no sarcolema e no
citoplasma cai, possivelmente afetando a chegada de células mieldides no musculo lesado.

Os mastacitos, aparentemente sdo um tipo celular importante na patologia na DMD [103].
Esta célula é frequentemente encontrada proxima a superficies epiteliais na pele, sistema
respiratorio e mucosa gastrointestinal onde estdo estrategicamente localizados para exercerem

suas funcdes de defesa [112]. Diversos fatores podem promover a ativacdo de mastocitos, como
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temperatura, agentes quimicos, trauma mecanico, radiacdo UV, dentre outros [112]. Além de
células efetoras de reagdes anafilaticas, este tipo celular exerce um papel de grande importancia
no reparo tecidual e em respostas imunoldgicas contra agentes infecciosos [113]. Mastocitos sdo
capazes de secretar uma série de citocinas que contribuem nas reages imunoldgicas, afetando
assim o recrutamento e funcdo de linfcitos, por exemplo, tais como IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
16, TNF-a, TGF-B, IFN-y [114]. Este tipo celular esta presente de forma constitutiva no tecido
conjuntivo do musculo, servindo como uma fonte de citocinas e outros mediadores inflamatorios
[115]. Alguns trabalhos mostraram que camundongos mdx/mdx, assim como pacientes DMD,
apresentam elevadas concentragdes de mastdcitos no musculo [116]. Ainda que alguns artigos
reportem a localizacdo de mastdcitos em areas de necrose muscular [117], trabalhos mais
recentes associam essas células principalmente a infiltrados inflamatdrios e areas fibréticas [103].

Experimentos utilizando injecdo intramuscular de granulos de mastécitos purificados
induziram ampla necrose no musculo esquelético do camundongo mdx/mdx, em contraste a
camundongos controle ndo distroficos [116]. Estes dados sugerem que as miofibras do
camundongo mdx/mdx sejam mais vulneraveis a mediadores provenientes destas células. Uma
analise comparativa entre a quantidade de mastécitos nos diferentes musculos do camundongo
madx/mdx e a extensdo ocupada por necrose de cada um mostrou que os musculos menos afetados
pela auséncia da distrofina sdo também aqueles com menor quantidade de mastdcitos,
correlacionando indiretamente este tipo celular com dano muscular [116]. Além disso, estudos
utilizando cromolin (cromoglicato de sodio), um estabilizador de mastocitos que inibe a sua
desgranulacdo, mostraram uma reducdo da extensdo da necrose muscular em camundondos
madx/mdx, assim como reducdo na necrose de miofibras induzida por exercicio no quadriceps
desses animais [115].

O eosinofilo € outra célula mieldide descrita como presente nos musculos esqueléticos do
camundongo mdx/mdx [104]. Estas células podem cruzar a membrana basal das células
musculares alvo e formar sitios de interacdo muito proximos com as fibras musculares, induzindo
sua lise através da liberacdo do contetdo de seus granulos como, por exemplo, a proteina basica
principal. Entretanto, a maior parte dos trabalhos que estuda a resposta inflamat6ria na DMD néo
faz referéncia a neutrofilos como uma célula frequentemente encontrada, exceto por um grupo
[104].

Além do papel de células mieldides, diversos artigos descrevem a importancia de linfocitos
na patologia da DMD e no camundongo mdx/mdx. Muitos pacientes com DMD expressam um
peptideo altamente conservado no dominio hipervariavel do TCR de linfocitos T citotdxicos

(CTLs), o que indica que uma resposta imune especifica a um antigeno comum ocorre em muitos
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pacientes [118]. Ainda que a participacdo de CTLs na patologia da DMD continue
indeterminada, a deplecdo de linfocitos T CD8" em camundongos mdx/mdx promoveu reducdo
nas lesdes musculares em um estagio onde ha grande infiltracdo inflamatéria [73]. Além disso, a
importancia da perforina neste processo foi avaliada utilizando camundongos duplamente
deficientes para distrofina e perforina, onde foi observada uma reducéo na necrose no masculo
distrofico, sugerindo mais uma vez que linfocitos T citotoxicos atuem na DMD [119]. A
perforina € uma proteina formadora de poros produzida principalmente por linfocitos T aff e yd e
células NK e estocada em granulos citoliticos. Apés a interacdo do linfécito com a célula alvo,
ocorre a fusdo desses granulos com a membrana plasmatica e liberacdo do seu contetdo
(perforina e granzimas) [120].

A expressdo de moléculas co-estimulatérias necessarias para a expansdo clonal e atividade
de células T também foi demonstrada. A molécula ICOSL, um membro da familia B7 de
moléculas co-estimulatdrias, pode promover a ativagdo de linfocitos T CD8" pela interagdo com
0 seu receptor ICOS presente na superficie do linfécito. Estudos mostraram um aumento da
expressdo de ICOS e ICOSL no tecido muscular de pacientes com DMD, o que favoreceria a
ativacdo de linfocitos T citotoxicos [121]. Este trabalho relaciona ainda a expressdo de
ICOS/ICOSL com o tamanho dos infiltrados inflamatérios, onde foi observado que os maiores
infiltrados inflamatdrios eram encontrados nos pacientes com maior expressao dessas moléculas,
sugerindo que a interacdo ICOS/ICOSL seria importante para a invasdao do musculo por celulas
inflamatdrias [121].

Os linfécitos T CD8" sdo descritos ainda como capazes de promover a patologia nos
camundongos mdx/mdx por mecanismos indiretos como recrutamento de outras células
inflamatdrias, uma vez que a deplecdo dessas células reduziu a concentracdo de outras células
inflamatdrias como os eosinéfilos [104].

A participacdo de linfocitos T CD4" na DMD também foi avaliada através da deplegéo
desse tipo celular em camundongos mdx/mdx e essa deplecdo reduziu em torno de 60% o dano
muscular [73]. O cruzamento de camundongos mdx/mdx com camundongos nude (deficientes em
células T) contribuiu também para a avaliacdo do papel de linfocitos na distrofia, onde se
observou fibrose muscular reduzida, sugerindo a participacdo de linfocitos também neste
processo [122]. Este efeito pode ser direto pela liberacdo de fatores que propiciam a deposicao de
matriz extracelular, como TGF-f, ou pelo recrutamento de outras células que atuem na formacéo
da fibrose. Além disso, a transferéncia de esplendcitos de camundongos mdx/mdx para

camundongos selvagens aumentou o0 dano muscular nos camundongos recipientes, sugerindo que
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celulas inflamatoérias do camundongo mdx/mdx possam transferir a doenga para animais controle
[104].

Muitos estudos em terapias para a distrofia muscular do tipo Duchenne baseiam-se na
utilizacdo de corticdides e os beneficios observados sdo devidos a imunossupressdo. O tratamento
com prednisolona decresceu significativamente as concentracdes de células inflamat6rias nos
musculos esqueléticos deficientes em distrofina [11, 123]. Além disso, camundongos mdx/mdx
tratados apresentam uma reducao na expressdo de moléculas de adesao pelos leucécitos e células
endoteliais, sugerindo que o efeito desse farmaco também se deve ao menor extravasamento de
células inflamatérias para os musculos [123]. H& também trabalhos utilizando a ciclosporina
como agente imunossupressor, onde se observa uma diminuigdo na fibrose e no dano muscular
induzido por exercicio nos camundongos mdx/mdx [124]. A melhora de pacientes com DMD e
camundongos mdx/mdx induzida pela utilizacdo de drogas imunossupressoras corrobora ainda

mais a participagdo de células inflamatdrias nas distrofinopatias.

1.7.3 Inflamacéo celular

Ha diversos tipos celulares com importante atividade em diversas patologias, mas que ainda
ndo foram avaliados nos tecidos musculares de pacientes com DMD ou em outros modelos da
doenca. Dentre estes tipos celulares podemos destacar as células T y5, NKT e reguladoras
CD4/CD25.

Os linfocitos T yd, mais do que uma populacdo especializada de linfocitos antigeno-
especificos, formam uma populagdo funcionalmente diferenciada de linfocitos ofy. Essa
populacdo pode ser dividida em trés grupos. O primeiro € representado pelas células T yd
epidérmicas, onde todas as células desta subpopulacdo expressam 0 mesmo ou quase 0 mesmo
TCR, que provavelmente reconhece moléculas préprias [125, 126]. O segundo grupo €
representado por linfocitos T yd presentes em pequenos numeros em alguns tecidos, incluindo o
trato reprodutivo e os pulmdes [127]. Esta subpopulacdo também apresenta um TCR invariante e
durante a gravidez ou infeccGes aumentam bastante, formando uma populacéo transitéria [128].
O terceiro grupo envolve uma subpopulacdo expressando TCRs varidveis. Estas células estdo
presentes na circulacdo e em varios tecidos, formando uma populacdo celular mista, porém
pequena se comparada a de linfécitos T af3. O nimero de células desta subpopulacéo varia com a
idade e durante infecgOes [129].

Algumas funcdes ja foram descritas para os linfocitos T y3 e estudos em modelos animais

mostraram que mesmo uma pequena populacdo destas células pode exercer grandes efeitos
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bioldgicos reguladores. Estudos recentes demostraram que este tipo celular é capaz de induzir
maturacdo de células dendriticas via TCR-CD1 e interacbes Fas-FasL [130, 131]. Outros
trabalhos indicam uma preferéncia de interacdo entre linfocitos T yd e macrofagos, ainda que o
mecanismo molecular desta interacdo seja desconhecido [132]. A participacdo desta populagéo
celular em diversas doengas infecciosas também j& foi descrita. Na infeccdo por L.
monocytogenes as células T y4 sdo responsaveis por regular a resposta inflamatéria. Quando elas
estdo ausentes, o infiltrado inflamatdrio persiste e as lesfes teciduais sdo mais severas [133].
Outros trabalhos mostram ainda uma atividade citotdxica dessa populacdo sobre macréfagos
peritoneais infectados com Listeria, 0s quais promovem a morte desses macrofagos apds ativacdo
[134], aparentemente através da interacdo Fas-FasL [134]. Huber e colaboradores iniciaram uma
série de publicac¢Bes utilizando o modelo murino de miocardite aguda induzida pela infeccdo pelo
virus Coxsackie do tipo B (CVB) e mostraram que a inducdo da patogenia depende de células T
CD4+ Thl (IFN-y+), enquanto que as respostas com perfil de células T Th2 (IL-4+) estariam
associadas a um perfil mais resistente a infeccdo. A modulagdo entre qual tipo celular seria
prevalente requer a interacdo direta celula-célula e € mediada por atividade citotoxica dependente
de Fas/Fas-L em células T yd [135]. O grupo aprofunda suas pesquisas e propde que estas
células no coragdo possuem elevados niveis de Fas-L na sua superficie, promovendo a lise de
células T CD4+ Th2 especificas para o virus. Desta maneira, com a morte desta populacéo,
haveria o predominio da populacdo de células T CD4+ Thl patogénica [135]. Sendo assim, 0S
linfocitos T yd representam uma populagdo celular muito importante, podendo exercer fungéo
citotoxica ou reguladora, dependendo da subpopulacéo envolvida e de fatores como a secrecéo de
moléculas soliveis e interagdes moleculares com outros tipos celulares.

As metaloproteases (MMPs) sdo um grupo de endopeptidases zinco-dependentes que
possuem um papel central na modulacdo das fungbes da ECM e regulacdo inflamatéria [136,
137]. As MMPs sdo responsaveis pela degradacdo da ECM durante o desenvolvimento
embrionario, migracdo celular e remodelagem tecidual [68] e no processo de degeneracdo e
regeneracdo do musculo esquelético ocorre extensa remodelagem da ECM. A expressdo e
atividade das MMPs sdo reguladas tanto ao nivel de transcricdo, por citocinas e fatores de
crescimento, como ao nivel pds-traducional, pela secrecdo dessas enzimas em formas latentes
(pré-pro-MMP) e ativacdo de zimogénios (pro-MMP) por integrinas e proteases presentes tanto
no meio extracelular como as associadas a membrana plasmatica. Existe um balanco delicado
entre a producdo endogena de inibidores teciduais chamados TIMPs (inibidores de MMP no
tecido) e a producdo de MMP no microambiente, determinando a remodelamento fisiol6gico ou

destruicdo patoldgica do tecido [138].

32



As MMP-9 (gelatinase A) e MMP-2 (gelatinase B) constituem as principais
metaloproteases envolvidas no reparo do tecido muscular [138, 139]. A MMP-9 esta associada
com a migracao de células inflamatdrias incluindo polimorfonucleares, macréfagos, eosinofilos,
linfocitos e possivelmente a ativacdo de células satélites. J& a MMP-2 é constitutiva do tecido
muscular, mas esta aumentada durante o processo de regeneracdo do tecido [139]. Além disso, as
MMP-2 e MMP-9 parecem estar envolvidas na progressao da doenga em musculos esqueléticos
de cdes distroficos. A MMP-9 estd envolvida predominantemente no processo inflamatorio
durante a degeneracdao muscular. Em contrapartida, a MMP-2, ativada no endomisio de grupos de
fibras em regeneracéo, parece estar associada na remodelagdo da matriz durante a regeneracao
muscular e crescimento da fibra [137].

1.8 Cardiomiopatia nas distrofinopatias

A cardiomiopatia gerada pela deficiéncia total ou parcial da distrofina refere-se as
manifestacOes cardiacas de trés doencas intimamente relacionadas, incluindo a DMD, distrofia
muscular de Becker (BMD) e cardiomiopatia dilatada ligada ao X (XLDC). Diferentemente da
DMD, onde ndo ha expressao de distrofina funcional, a BMD se deve a expressdo de uma
proteina parcialmente funcional [140]. J& XLDC ¢é causada pela perda seletiva da distrofina no
coracdo [141]. Aproximadamente 1/3 dos pacientes com DMD mostram sinais de disfuncéo
cardiaca a partir dos 10 anos de idade e praticamente todos os pacientes desenvolvem algum
nivel de dano cardiaco por volta dos 18 anos [48]. Com a melhora do suporte ventilatério, houve
um aumento da sobrevida dos pacientes com DMD, o que permitiu que os danos cardiacos
fossem mais evidenciados [142]. Estudos mostram que 10-40% dos pacientes com DMD morrem
por faléncia cardiaca e é estimado que a cardiomiopatia pode diminuir a expectativa de vida
desses pacientes em até dois anos [143]. O envolvimento cardiaco é ainda mais prevalente em
pacientes com BMD, onde a partir dos 40 anos mais de 90% desses pacientes desenvolvem sinais
mais graves de dano cardiaco [144]. Esta alta incidéncia na BMD é considerada uma
conseqléncia natural do maior tempo de vida desses pacientes, permitindo que os sinais clinicos
se desenvolvam [145]. Além do transplante cardiaco, tratamentos paliativos sdo 0s Unicos
disponiveis até agora [143, 146].

As alteraces fisioldgicas no coracdo de pacientes com DMD foram avaliadas em diversos
artigos e estudos ecocardiograficos mostraram uma funcéo sistélica normal dos ventriculos em
pacientes com menos de seis anos [147]. Em pacientes mais velhos ha um aumento na incidéncia
de cardiopatia dilatada e em torno dos 18 anos, 98% apresentam alguma disfuncéo contratil. O

padrdo dilatado é observado em 72% dos pacientes e o padrdo hipertréfico em 26% [147].
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Com relacdo ao camundongo mdx/mdx, poucos estudos foram feitos para avaliar os danos
cardiacos causados pela auséncia funcional da distrofina. Alguns trabalhos mostram que
camundongos com idade inferior a 12 semanas apresentam pequenos e poucos focos
degenerativos com inflamacao limitada [148, 149]. A partir de 24 semanas de idade, o coragédo do
mdx/mdx comeca a mostrar necrose e fibrose moderadas e a patologia cardiaca mais relevante
aparece em torno de 43 semanas [150, 151]. Outros estudos mostram ainda uma reducéo na forca
de contracdo a partir de 32 semanas, porém, aparentemente esta reducdo ndo € suficiente para
alterar a funcdo hemodinamica do coracgdo [151, 152]. Os sintomas de cardiopatia dilatada podem
ser mais facilmente detectados em camundongos mais velhos, pois foram descritas alteracGes
ecocardiograficas em camundongos com 40 semanas de idade, mostrando o coragdo
hipertrofiado, com menor forca de contracdo e menor freqiiéncia [151]. Este trabalho mostrou
ainda que a fibrose afeta todas as regides do ventriculo esquerdo e direito da mesma forma. Em
experimentos com animais mais novos (16 semanas), Nakamura e colaboradores mostraram
ainda um aumento na patologia do ventriculo direito induzida por exercicio [153].

Os danos cardiacos sdo aparentemente mais extensos em pacientes DMD do que em
camundongos mdx/mdx. Isso se deve provavelmente a fibrose cardiaca mais extensa nos
pacientes quando comparada a fibrose no mdx/mdx. Estudos em autopsia de pacientes com DMD
mostraram que 50 % ou mais do miocardio foi substituido por fibrose ou tecido adiposo. Mesmo
nos camundongos mdx/mdx mais velhos estudados (68 semanas) apenas 9% do musculo cardiaco
foi ocupado por fibrose [154] .

Desta forma, fica como um todo evidenciado que a resposta imune e infiltragdo inflamatdria
nos musculos esqueléticos e cardiaco séo componentes muito importantes do desenvolvimento da
doenca, além do bloqueio funcional primario da distrofina. Neste trabalho buscamos entéo
estudar aspectos inflamatérios relevantes da DMD que possam afetar a progressdo da patologia,
tais como as sub-populacdes de células inflamatdrias e possiveis progenitoras que migram para
0s musculos em diferentes estagios da doenca, producdo de citocinas, atividade de MMPs e

morte celular.
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2

OBJETIVOS

Objetivo geral:

Analisar a possivel participacdo de subpopulacdes celulares e fatores presentes no

microambiente do musculo cardiaco e muasculos esqueléticos na fisiopatologia da lesdo do

camundongo mdx/mdx.

Objetivos especificos:

1.

3.

Quantificar da area dos tecidos ocupada por infiltrado inflamatorio/fibrose no musculo
cardiaco e musculos esqueléticos gastrocnémio, solear e diafragma e quantificacdo de

células inflamatorias e em regeneracao;

Estudar as populac6es celulares inflamatérias presentes no musculo cardiaco e musculos

esqueléticos gastrocnémio, solear e diafragma em decorréncia da progressdo da doenga:
2.1 Analisar por citometria de fluxo as células inflamatorias linféides e progenitoras
presentes no tecido, tais como: linfocitos Tafy CD4 e CDS, T yo, plasmocitos, células

NK, NKT, células progenitoras hematopoiéticas e T reguladoras (CD25/CD4);

2.2 Contagem, avaliacdo de subpopulacdes e da localizacdo de mastdcitos por coloracéo

especifica;

2.3 Awvaliar as células musculares em regeneragdo (NCAM™) e células progenitoras (Sca-

1) por imunohistoquimica nos misculos esqueléticos;

Analisar a atividade de metaloproteases nos musculos esqueléticos, relacionando com a

expressao de miosina ATPase e producdo de citocinas;

Estudar o padrdo de morte celular através de fibras musculares e células inflamatérias no

musculo cardiaco e masculos esqueléticos.
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3 RESULTADOS

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
Emilio Correa Leite, Msc,'Maria Cristina Salimena, Msc,? Andrea Henriques-Pons, Phd,*And
Thereza Quirico-Santos, Phd*

! Departamento de Biologia Celular e Molecular, Instituto de Biologia, Universidade Federal
Fluminense, Niteréi, RJ 24210-150, Brasil

2 Departmento de Imunobiologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal Fluminense,
Niteroi, Brasil

® Departamento e Ultraestrutura e Biologia Celular, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil

Metaloproteases de matriz (MMPs) s@o as principais moléculas reguladoras na formacéo,
remodelamento e degradacdo dos componentes da matriz extracelular em ambos os processos
fisiologicos e patoldgicos. Os musculos esqueléticos de camundongos distréficos mdx/mdx
apresentaram padrbes distintos de inflamacdo e regeneracdo, sugerindo que fatores do
microambiente influenciam nas respostas adaptativas dos musculos com predominio de fibras
de contracdo rapida ou lenta. Este estudo teve como objetivo verificar o padrdo de atividade
das MMP nos masculos gastrocnémio, solear e diafragma, correlacionando com a capacidade
regenerativa em fases distintas da miopatia no camundongo mdx/mdx. O aumento de
inflamacéo e mionecrose foi associado com um aumento da atividade de MMP-9 e producao
de TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa), enquanto a regeneracdo muscular, evidenciada pela
expressdo de NCAM (molécula de adesdo celular neural) e atividade MMP-2, variou nas
diferentes fases da doenca. O musculo solear apresentou um alto percentual de miofibras
NCAM-positivas na fase inicial da doenca (2 semanas), enquanto que no masculo
gastrocnémio elas apareceram em 12 semanas e no diafragma em 24 semanas. O aumento da
atividade MMP-2 no diafragma em todas as fases da doenca sugere uma importante
remodelacdo tecidual, o que provavelmente estd associado com uma inflamacdo persistente.
Os resultados indicam que os microambientes dos diferentes musculos esqueléticos podem
influenciar no padrdo particular de cinética da atividade de MMP, que em ultima instancia
favorece a inflamacdo persistente e regeneracdo de miofibras em diferentes fases da miopatia

em camundongos mdx/mdx.
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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 pattem 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 myonecrosis was associated with increased MMP-9 ac-
tivity and TNF-« (tumor necrosis factor-alpha) production, whereas muscle
regeneration, evidenced by NCAM (neural cell adhesion molecule) expras-
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 gastrocnamius
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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Metalloprotease Activity and madx Muscle Regeneration

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 susceptble 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 struic-
tural and functional deterioration similar to that
in DMD.®27 Such a difference may be partly attrib-
uted to diversity in muscle-fiber—type expression
due to levels of merabolic 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.!3 Muscle satellite cells
sustain the process of muscular regeneratdon ob-
served in mdx mice. However, repeated cycles of
degeneration exhaust the regenerative capacity of
satellite cells so much thar 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 nuclel 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.t-*¥ Recent stdies, 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 vive, 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 modility,
cell-cell-matrix  interactions, matrix degradartion,
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 smdy was to
analyze the pattern of metalloprotease activity and
regenerative capability of different skeletal muscles
at distinct stages of mdx myopathy.

METHODS

Animals. The study protocol and handling of ani-
mals followed Brazilian insdtudonal 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 (10pm thick)
were placed on poly-L-lysine (Sigma, St. Louis, Mis-
sourl) pre-coated slides and allowed to dry at room
temperature for 4 h before staining. Fast green—
Sirtus red staining was used to analyze total collagen
expression. ¥ Mvosin-ATPase fiber typing at pH 9.4
was performed according to the method of Round et
al.2

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 and-CD56 (Clone 12F11; BD-
Pharmingen Biosciences, San Diego, California).
Ant-CD56 recognizes the neural cell adhesion
molecule (NCAM), a glvcoprotein expressed dur-
ing the early stages of myogenesis and in satellite
cells. Stem cells were visualized using the optimal
dilution of a monoclonal rat IgGspecific 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 antubody
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 HyOs. Sections were then
rinsed and counterstained with Mayer's hematox-
ylin. Mvonuclei 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 quantfication 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 Tris-HCl (pH 7.6), 200 mM NaCl,
100 mM CaCls, and 1% Triton X-100] ar 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
pg/lane).

Gelatin Zymeography. 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 mwice for 30
min in 2.5% Triton X-100 solution at room temper-
amre, then mcubated 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
actvaton. 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 soludon (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 denamred by boiling for 5 min.

Metalloprotease Activity and mdx Muscle Regeneration

Protein (20 pg per well) was loaded on 12.5%
polvacrylamide gel for detecton of tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a). Samples were electrophoresed
at 90V for 120 min {(Power Pac 200; BioRad, 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, for 2 h
at room temperature on a rocking platform. Mem-
branes were then incubated with ano—TNF- 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,
Missour1) 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 ar 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 #test was
applied to assess the level of statistical significance.

RESULTS

Histological Alterations in mdx Skeletal Muscles.
Compared with gastrocnemius and diaphragm, so-
leus skeletal muscle of mdx mice showed limited
inflammation and necrosis at all stages of disease.
Castrocnemius 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 analysis of Sirius red-stained cross-sections of gastrocnemius (A, D), soleus (B, E), and diaphragm (C, F)
muscles from mdx dystrophic mice at 8 (A—C) and 12 (D-F) weeks. Numerous regenerating fibers with centrally located nuclei and
basophilic cytoplasm (asterisk) were evident in mdx 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 mice had a high percentage of type IIA fibers at most
showed a distinct muscle-fiber—type expression that ages (2 weeks: 100 = 0%; 6 weeks: 100 = 0%; 24
varied among skeletal muscles and depended on the weeks: 94.7 = 4.2%:; 48 weeks: 95.1 = 2.6%) com-
stage of the disease. Gastrocnemius muscles of mdx 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 ITA
fibers in the soleus (CH7: 31.8 + 4.5%; mdx 27.6 +
0.27%) and diaphragm (C57: 35.6 = 2.7%: mdx
20.0 = 5.5%) muscles. However, a marked increase
in type ITA fibers was observed at 6 weeks (soleuns:
100 £ 0%; diaphragm: 86.5 = 7.1%) in relaton 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 £ 49%) and diaphragm (6.8 =
2.4%). Yet, only mdx diaphragm muscles presented
tvpe IIB fibers at ages corresponding to fibrosis (24
weeks: 68.8 = 3.1%; 48 weeks: 46.2 + 14.6%).

Detection of Regenerating Muscle Fibers. Regenerat—
ing fibers were identified by both central nuclearion
and expression of NCAM, which is associated with
initiation of muscle precursor cell fusion.!s*? 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 untl 24 weeks. Gastrocnemius muscle
showed increased numbers of NCAM™ cells at 6 and
12 weeks, but low numbers thereafter unnl 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* Cells 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-17 cells
mainly associated with the inflammatory infiltrate
and nearby myonecrosis in the gastrocnemius and
soleus muscles. Moreover, in the diaphragm (Fig. 2),
Sca-17 cells were distributed throughout the muscle.

Metalloprotease Activity and mdx Muscle Regeneration

Morphometric analysis showed a characteristc pat-
tern of Sca-17 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 seleus 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-u in Skeletal Muscles. In order
to analyze ongeing inflammation in distinct muscle
at various phases of mdx muscular dystrophy we car-
ried out western blots with an anti-TNF-« antibody
thart identifies the 27-kDa membrane domain corre-
sponding to the non-cleavage form.

Adult C57 mice showed similar expression of
membrane TNF- 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-« 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 €57 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 actvity, we carried out gelatin
zymography. Skeletal muscles from C57 mice
showed (Fig. 6A) actuve MMP-2 (gastrocnemius:
1300; diaphragm: 3600) and MMP-O (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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FIGURE 2. Presence of Sca-1 and NCAM* cells in cross-sections of max muscles. Immunolabeling for Sca-1 (A-C) and NCAM (D-F)

in gastrocnemius (A, D), soleus (B, E), and diaphragm (C, F) muscles at 12 weeks of age. Bar = 100 pm.

but a marked decrease of active MMP-2 in older
mdx muscles (Fig. 6C). Diaphragm had increased
MMP-2 activity at 8 and 24 weeks. 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.'2 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 madx
muscles. Results are expressed as mean (+ SD) of percentage
of NCAM™ cells in gastrocnemius (&), soleus (B}, and diaphragm
(C). The analysis was based on three animals per group.

to characteristic properties of the muscle-fiber mi-
croenviromment. The ability to generate force and
mechanical power, the nme course of contractle
response, and resistance to fatigue differ markedly
among myofibers. As reported previously, 91428 mdx
gastrocnemius and diaphragm muscles exhibit sub-
stantial inflaimmatory 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
early stages of the disease (2 and 6 weeks), whereas

Metalloprotease Activity and max Muscle Regeneration

gastrocnemius muscles had it at 12 weeks and dia-
phragm at 24 weeks. Regeneration always correlated
with an increased percentage of type 1IB 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
lineage and contribute to muscle regeneration.*3
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; *7"P < 0.03; “countless positive
cells.
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FIGURE 5. Presence of 27-kDa TNF-a in madx skeletal muscles
at different ages. Results are expressed as mean (= SD) in
gastrocnemius (A) and diaphragm (B) of three animals per group.
Open bars: C5TBL10; filled bars: mdx mice. *FP = 0.05; ""F <
0.005,

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

Recent evidence from a p35 7~ p75~"~ TNFre-
ceptor double-knockout model indicates that TNF-a
regulates myogenesis and muscle regeneration by
actvatng p38 MAPK intracellular signaling.” TNF-a
is described as a soluble pro-inflammartory 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, mamre TNF-a. 227
The mdx diaphragm and gastrocnemius muscles
showed decreased membrane TNF-a, suggesting in-
tense inflammation and the release of soluble TNF-a
pro-dnflammatory cytokine at 8 and 24 weeks. The
similar content of 27-kDa TNF-a 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 act-
vated satellite cells, influences stem-cell migration
and homing of SP cells, especially on inflamed r-
selectin—positive vessels of mdx muscles. 236

High MMP-9 activity, concomitant with increased
numbers of Sca-17 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 acovation 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
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FIGURE 6. Expression of MMP-9 and active MMP-2 in muadx
skeletal muscles. (A) lllustrative zymogram. Gastrocnemius (G),
soleus (S), and diaphragm (D) at 2, 8, and 24 weeks. (C) Control
C57BLAM0O gastrocnemius muscle. Clear area refers to protein
lyse bands on a blue background. (B) Semi-quantitative analysis
of MMP-2 (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 wpe IV collagen and
other basement membrane components such as en-
tactin.® MMPs are responsible for the processing of
B-DGys into B-DGa, (B-dystroglyean), which leads to
the disruption of the o-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 actvity, which ultimately favors persistent in-
flammartion, membrane fragility, or myofiber regen-
eration at different stages of the dystrophic pathol-
ogy.

This study was suppeorted by grants from CAPES (Coordenacio de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) and FAPER]
(Fundacio de Amparc a Pesquisa do Rio de Janeiro). The authors
thank Marcella d’Alincourt Salazar (Health Science Campus, Uni-
versity of Toledo, Toledo, Ohio) and Rosangela Lawrence {Wash-
tenaw Community College, Ann Arbor, Michigan) for English
revision of the manuscript.
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MYOCARDITIS AND CARDIAC CELL DEATH IN MDX/MDX MICE

Bani C', Cascabulho CM*, Corte-Real SF?, Camila Guerra®, Quirico-Santos T3, Nagaraju
Kanneboyina®, Hae Jae*, Beryl Arpong*, Henriques-Pons A'*

!Laboratério de Inovagdes em Terapias, Ensino e Bioprodutos and ?Laboratério de Biologia
Estrutural, Fundag&o Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro (RJ), Brasil,
Departmento de Biologia Celular e Molecular, Instituto de Biologia, Universidade Federal
Fluminense, Niterdi (RJ), Brasil; “Children’s National Medical Center, Dpt. Of Genetic
Medicine, Washington DC, USA.

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia inflamatoria ligada ao cromossomo
X com degeneragdo muscular progressiva causada por mutagdes no gene da distrofina que
levam a perda de funcdo da molécula. Embora os musculos esqueléticos sejam mais
severamente afetados pela doenca e tambem mais estudados, o miocardio também é afetado,
embora mais tardiamente, e a insuficiéncia cardiaca leva a morte de 10-40% dos pacientes.
Neste trabalho foram utilizados camundongos mdx/mdx (um modelo para a DMD) e
avaliamos a resposta cardiaca inflamatoria e seu efeito sobre a lesdo tecidual. N6s observamos
no tecido cardiaco populagdes celulares inflamatdrias descritas anteriormente com atividade
citotoxica, como os macrofagos, que principalmente compdem os focos inflamatdérios, células
T CD8 *, células T yd e mastocitos. No entanto, as células linfoides foram somente
observadas em camundongos jovens (6 - 12 semanas de idade), muito antes do aparecimento
da disfuncio cardiaca. Além disso, células progenitoras hematopoéticas Sca-1 * (CD4/CD8
IMAC-1") também foram observadas principalmente em animais jovens. Curiosamente,
encontramos em camundongos mais velhos (24 e 48 semanas) muitas células inflamatorias
semelhantes a macréfagos que estdo aparentemente mortos, por uma via necrotica. Para
melhor avaliar a relevancia inflamatéria para o dano cardiaco, foram utilizados camundongos
mdx/mdx deficiente em Myd88, uma molécula adaptadora que desempenha funcbes proé-
inflamatdrias importante na transducédo de sinal desencadeada pela maioria dos receptores do
tipo Toll, IL-1 e IL-18. No entanto, estes animais ainda apresentavam miocardite e
caracteristicas gerais do tecido semelhantes a camundongos mdx/mdx. Estes dados indicam
que existe uma cinética inicial e bem definida no recrutamento e morte celular do tecido
cardiaco de camundongos mdx/mdx, muito antes do aparecimento da disfuncdo cardiaca que

pode afetar a patologia no coragéo.
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ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked inflammatory myopathy with
progressive muscle degeneration caused by loss of function mutations in the dystrophin gene.
Although skeletal muscles are more severely damaged and studied, myocardium is ultimately
affected and cardiac failure leads to the death of 10-40% of patients. In this work we used
mdx/mdx mice (a model for DMD) and evaluated the cardiac inflammatory response and its
effect on tissue damage. We observed that inflammatory cellular populations with previously
described cytotoxic activity, such as macrophages, that mostly compose inflammatory foci,
CD8" T cells, y& T cells and mast cells are found in the heart. However, lymphoid cells were
only observed in young mice (6 - 12 week old (wko)), long before the onset of cardiac
dysfunction. Moreover, Sca-1* hematopoietic progenitor cells (CD4/CD8/MAC-1") were also
mostly observed at early ages. Interestingly, we found in older mice (24 and 48 wko) that
many macrophage-like inflammatory leukocytes were dead, apparently through a necrotic
pathway. To further evaluate the inflammatory relevance for cardiac damage, we used
mdx/mdx mice deficient in Myd88, an adaptor molecule that plays important pro-
inflammatory roles in the signal transduction triggered by most Toll like receptors, IL-1 and
IL-18. However, these mice still presented myocarditis and general tissue characteristics of
mdx/mdx mice. These data indicate that there is a well defined and early kinetic of cellular
recruitment and death in the cardiac tissue of mdx/mdx mice, long before the onset of cardiac

dysfunction that may affect the cardiac pathology.
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INTRODUCTION

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked recessive disease caused by
mutations in the dystrophin gene, a key component of the subsarcolemmal glycoprotein
complex of muscle cells that provides structural support to plasma membranes. Mdx/mdx
mice, a widely used model for DMD, also develop the dystrophinopathy, with genetic and
biochemical characteristics similar to human disease. However, mdx/mdx mice develop a non-
fatal phenotype of the pathology, with muscle mechanical function less seriously
compromised. The absence of dystrophin renders dystrophic skeletal muscle fibers susceptible
to death, leading to secondary inflammation and amplification of damage. It is not clear why
in the DMD there is a more pronounced skeletal injury, while other functionally less extensive
mutations in the same gene affect mostly the cardiac muscle, such as Becker muscular
dystrophy and X-linked dilated cardiomiopathy. The difference in the progression of DMD
pathology in both muscles may be at least partially due to structural differences in the T
tubules, sarcoplasmic reticulum, triad and diad organization, and mechanical susceptibility to
distress. Moreover, in the cardiac tissue, dystrophin is not restricted to costamers, unlike
skeletal muscles, but it is distributed in the sarcolemma (Stevenson et al. 1997).

The primary cause of the dystrophinopathy is the death of muscle fibers in both
skeletal and cardiac muscles, either by the disruption of the sarcolemma or by secondary
damage induced by the chronic inflammatory reaction. Inflammatory foci in skeletal muscles
of patients and mdx/mdx mice are described as mostly composed by macrophages, although
ap T cells (Spencer et al. 2000) and granulocytes have also been observed (Cai et al. 2000,
Granchelli et al. 1994). All these sub populations have already been described as cytotoxic
cells in DMD. To date, CD8/perforin® T lymphocytes are enriched at the onset of
histologically detectable skeletal muscle pathology and ICOS/ICOS-L are increased in

perymysial and connective tissue in DMD. Moreover, antibody-dependent depletion of
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macrophages and functional blockage of mast cells with sodium cromoglycate prevented
muscle membrane injury in vivo. On the other hand, it is not known which cytotoxic cellular
populations and molecular pathways induce cardiomyocytes death. It is generally accepted
that necrosis is the main pathway that leads to skeletal muscle fibers death, however this is
not well defined in the cardiac tissue.

The damage in skeletal muscle fibers leads to tissue regeneration, which is mostly
based on satellite cells, hematopoietic stem/progenitor cells and pericyte. Conversely, it was
published that the cardiac muscle also has a resident population of regenerative cells (side
population) (Clamuleau et al. 2009), although less understood.

This work aimed to identify cardiac inflammatory leukocytes with potential cytotoxic
activity and death of cardiac cells. The data presented herein indicate that there is a particular
kinetic of myeloid and lymphoid cells recruitment, and death, to the cardiac tissue in response

to initial cardiomyocytes damage.

MATERIALS AND METHODS
Animals:

Male mdx/mdx and age-matched male C57BL/10 control non-dystrophic mice were
purchased from Breeding Laboratory Animal Center at Fundacdo Oswaldo Cruz and
mdx/mdx/Myd88” were bred and maintained at the animal facility of Children’s National
Medical Center, Washington DC, USA. Mice were kept under environmental factors and
sanitation conform to guide for the Care and Use of Laboratory Animals (DHEW publication
No. [NIH] 80-23). This project was approved by Fiocruz Committee of Ethics in Research
(0308/06), according to resolution 196/96 of the National Health Council of Brazilian
Ministry of Health. Mice were studied at ages: 2, 6, 12, 24 and 48 week old (wko), as

indicated.
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Histopathological analysis:

Mice were euthanized using a CO, chamber and both ventricular and atrial regions of
the hearts were collected. OCT-embedded (Sakura, Torrance Ca) cardiac samples were then
frozen and further processed in cryostat sections, as follows: 1) 10 um thick for hematoxilin-
eosin (H&E) staining or 2) 18 um thick for mast cells identification. To evaluate the extension
of myocardial damage (inflammation/fibrosis), the percentage of injured areas was measured
by delimiting the edges of affected regions in relation to the whole tissue in each microscopic
field (at least 100 campi/time point) using the software Scion Program (National Institutes of
Health Image Program, USA). For mast cells evaluation, all samples were stained using a
solution of alcyan blue 0.36% (Sigma Chem. Co, Missouri, USA), safranin 0.02% and
toluidine blue 0.01% (Sigma), pH 1.42. According to this procedure, mast cells can be
classified as alcyan blue (AB) positive cells (mucosal mast cells (MMC) identified in blue
and rich in chondroitin sulfate) or safranin (S) and toluidine blue (TB) positive mast cells
(connective tissue mast cells (CTMC) identified in brown with S and purple with TB and rich
in heparin) . Combinations of these colors are referred as hybrid mast cells. The quantification
is representative of three slices collected from each of at least three individual mice/time point

and is indicated as the number of mast cells/slice.

Structural and ultrastructural analysis:

1-2 mm fragments of cardiac tissue were fixed for 1 h at 4°C with 2.5%
glutaraldehyde 0.01 M (Sigma) in cacodylate buffer, pH 7.2, and rinsed with the same buffer.
The fragments were then post-fixed for 30 minutes in a solution containing 1% OsO, (Merck,
Darmstadt, Germany), 0.8% potassium ferricyanide (Sigma), and 5mM CaCl, in 0.1M

cacodylate buffer (Sigma), dehydrated in acetone, and embedded in epon (Merck). Semi-thin
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sections (400um) were collected on slides, stained with Toluidin blue solution (1%), mounted
using Permount (Sigma) and observed using a light microscope Axioplan 2 (Zeiss, Germany).
Ultra-thin sections (70 nm) were collected on copper grids, stained with 2% aqueous uranyl
acetate, and observed under a Zeiss EM-10 (Zeiss) transmission electron microscope.
Immunohistochemistry (IHC):

Muscle cross sections 10 um thick were mounted on poly-L-lysine pre-coated glass
slides and air-dried. Thus endogenous peroxidase activity was blocked with a solution of 3%
hydrogen peroxide in phosphate buffered saline (PBS) (Sigma) for 5 minutes. Sections were
then rinsed for 20 min in PBS and incubated for 20 min with diluted normal inactivated goat
serum to block Fcy receptors. Mac-1" cells were visualized using optimal concentration of
monoclonal rat IgG anti-CD11b mAb (Southern, Birmingham, AL) after incubation for 60
min at room temperature in a moist chamber. Slides were then washed in PBS for 15 min and
incubated for 40 min with peroxidase-conjugated anti-rat secondary antibody (Dako
Cytomation, Denmark). Peroxidase activity was revealed with 3, 3’-diamibenzidine in
chromogen solution (Dako Cytomation) and sections were rinsed with PBS and

counterstained with Mayer’s hematoxylin for 1 min.

Inflammatory cells harvesting:

Hearts from mdx/mdx mice were collected, cut in fragments of 1-2 mm in ice cold PBS and
extensively washed to avoid contamination with blood cells. Fragments were then transferred
to a solution of collagenase type 1A 0.2% (Sigma, Lot 035K8636, 277 units/mg solid) and
submitted to 4-5 cycles of enzymatic digestion in soft agitation for 20 minutes at 37°C.
Isolated cells were centrifuged and immediately transferred to cold RPMI (Sigma) plus 10%

of fetal calf serum (FCS) (Sigma) and maintained in ice. Cellular debris were removed by
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FCS centrifugation at 25 xg/5 min and, before phenotypic labeling, the cells were incubated
for 20 min at 4°C with 10% solution of inactivated normal sheep serum.

To control the possible contamination of cardiac cells with blood cells during
enzymatic dissociation, we labeled all samples with anti CD62-L (Southern) and discarded the

cells when CD62-L"9" were more than 5% of events in flow cytometry.

Flow cytometry:

For phenotypic analysis by flow cytometry, we investigated the following cellular
populations: NK and NKT cells, CD3-PE/NK1.1-FITC; T cells, CD4-PerCP/CD25-PE/CD8-
FITC; o T cells, CD3-FITC/CD8-CyChrome/CD4-PE; yd T cells, CD4-PerCP/y3-PE
(Southern)/CD8-FITC;  hemotopoietic  progenitor cells, Sca-1-PE/CD4-PerCP/CD8-
FITC/MAC-1-FITC and Sca-1-PE/CD117-FITC/CD45R-TC (Caltag, Carlsbad, CA). All
antibodies were purchased from BD Pharmingen (San Diego, CA), except when indicated.
Incubations were carried out in ice cold RPMI medium (Gibco, Eugene Oregon)
supplemented with 10% FCS (Sigma) in ice for 30 minutes. Samples were then washed twice
and fixed with formaldehyde 2% in PBS until acquisition in a FACScalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA). Data analysis was performed using CellQuest software version 3.2
(Becton Dickinson) and was always performed in the morphological gate excluding cellular
debris and aggregates (R1). To avoid errors generated by the gating steps in Fig. 7C, we
considered R1 as 100% of events and opened a dot plot of CD4/CD8 (both in FL-3) x MAC-1
(FL-1) in R1 to select triple negative events (R2), since T cells and some myeloid mature cells
can be Sca-1" . Finally, we opened a histogram of Sca-1 labeling in R2, delimited positive
events with a marker and used the formula:

% Sca-1/CD4/CD8/MAC-1"in R1 = % Sca-1" in R2 X % of triple negative in R2/100.
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For example: among 10000 events saved, only 30% were individual/viable cells in R1 = (dot
plot in R1) 61.5% were triple negative cells in R2 = (histogram in R2) 27.4% of cells Sca-

1*/CD4/CD8/MAC-1", but 27.4% of 61.5% = 16.9%.

Statistical analysis:

Using the Software SPSS version 8.0, Students t test was used to compare two sets of data

and p values are indicated in figure legends.
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RESULTS

In the cardiac H&E staining of mdx/mdx mice we observed very few inflammatory foci
and fibrotic areas, even in older mice, never exceeding 7% of the whole tissue (data not
shown). The cells composing inflammatory foci were mostly macrophage-like cells and there
were some apparently lymphoid cells throughout the tissue, not necessarily grouped with
other cells. We therefore decided to isolate these leukocytes from the cardiac tissue and
analyze the lymphoid populations by flow cytometry. We observed no relevant numbers of
NK, NKT, CD4/CD25 or CD8/CD25 regulatory T cells or plasma cells in the myocardium
(less than 0.1%). However, we observed predominantly CD3*/CD4" over CD3"/CD8" T cells
mostly in 6wko mice, decaying to basal levels with the development of the pathology (Fig.
1A). Moreover, there was a single peak of y& CD4/CD8" double negative T cells that was
found only in 12 wko mice (12%), concomitant with the reduction of o T cells (Fig. 1B).
Regarding general hematopoietic progenitor cells Scal’/MAC-1/CD4/CD8’, we also
observed an enrichment in 6 wko mice (30%) that decreased to 24% in 12 wko mice (Fig.
1C). Further investigation of the phenotype of these cells showed a peak of B220"/CD117
cells in 6 wko mice (36% of Sca-1" cells), followed by a peak of B220*/CD117" cells in 12
wko mice (58%) and B220/CD117" cells in 24 and 48 wko mice (56.8% and 32.8% |,
respectively) (Fig. 1D).

As mast cells were previously described as important myeloid cells in DMD, we also
evaluated these cells using a staining procedure that discriminates different phenotypes of
mast cells (Meuser-Batista et al. 2008). Qualitative analysis of mast cells revealed peculiar
fluctuations in general number, phenotypic stages and localization according to the mice age
(Table 1). C57BI/10 mice showed mostly pericardial MMC and some CTMC in
endocardium/perivascular areas at all time points. In 2 wko mdx/mdx mice we also found

predominantly MMC in pericardium, although 6wko mice had predominantly CTMC in
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endocardium/perivascular areas (Fig. 2A and Table 1). This could be the result of pericardial
MMC migration toward internal areas of the tissue, while acquiring CTMC phenotype, or the
chemotaxis of distinct populations to the heart. In 12 wko mice we found a reduced number of
mast cells distributed in different cardiac regions and stages (Fig. 2B and Table 1) and in 24
and 48 wko mice we found again predominantly MMC in pericardium (Table 1). Apparently
there was another wave of phenotypic alteration to endocardial regions in 48 wko, increasing
from 0.5 CTMC/slice in 24 wko to 3.3 in 48 wko mice (Table 1).

For macrophages evaluation we labeled cardiac tissue slices with anti Mac-1 (Fig. 2C
and 2D) and F4/80 (data not shown) and observed many macrophages composing the few
inflammatory foci observed, specially in 6 and 12 wko mice (Fig. 2C and 2D). However, a
very weak labeling was consistently observed in all tissue samples from 24 and 48 wko mice
(data not shown). This observation prompted us to evaluate in more details the general
structure of the tissue and specially the morphology of inflammatory cells regarding
characteristics of cell death. We observed in the tissue a progressive accumulation of
extracellular matrix within inflammatory foci, perivascular edema, death of cardiomyocytes
and fibrosis (Fig. 3A-D). Importantly, we observed some inflammatory cells with apparently
fragmented and/or uncoiled chromatin with no identifiable cytoplasmic structures or plasma
membrane (Fig. 3C, 3C insert, and 3D). Conversely, the death of muscle fibers was evaluated
through the release of creatine kinase to blood, using skeletal (Fig. 3E) and cardiac (Fig 3F)
isotypes of the enzyme, as a marker of sarcolemmal disruption. These data confirm that at
least part of the cardiomyocytes also die by necrosis.

To further evaluate the indications of inflammatory cells death, we used electron
microscopy and observed normal non muscular cells in the endomysium with direct cell-cell
contact with cardiomyocytes in 6 wko mdx/mdx mice (Fig. 4A). Some of the muscle fibers

exhibited cytoplasm edema (Fig. 4B and insert) and mitochondria apparently damaged in 12
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wko mice. Most importantly, in 24 wko mice, there were many inflammatory cells with
peculiar nuclei, showing chromatin degraded and/or with micro regions that seemed hyper
coiled (Fig. 4C and 4D), although usually with nucleolus. We were frequently unable to
identify intact organelles or they appeared to assume altered characteristics, as nuclear edema
(Fig. 4E), suggesting non functional structures. Mostly in 24 and 48 wko mdx/mdx mice, we
observed many inflammatory cells with lipid bodies (lipofuscin) distributed throughout the
cytoplasm (Fig. 4F and 4G). These structures were apparently fusing with each other and
occupying extensive portions of the cell. Plasma membranes were also frequently disrupted,
with non apoptotic characteristics, such as apoptotic bodies or peculiar chromatin
condensation, for example (Fig. 4H and 4l).

To evaluate the inflammatory relevance for cardiac damage, we used mdx/mdx mice
deficient in Myd88, an adaptor molecule that plays important pro-inflammatory roles in the
signal transduction triggered by most Toll like receptors, IL-1 and IL-18. However, we
observed general tissue characteristics similar to mdx/mdx mice and, most importantly, still
inflammatory infiltration. This result limited the main goal of these experiments but revealed
that Myd88-dependent inflammatory pathways do not seem to play important roles in the

myocarditis of mdx/mdx mice.
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DISCUSSION

Different from myocarditis of other etiologies (Henrique-Pons et al 2002, Huber et al.,
2002, Jane-Wit et al 2006) many inflammatory aspects are not clear in DMD, such as the
relevance of the inflammatory response to muscle damage and why the cardiac pathology is
milder than the skeletal disease. In this work we aimed to study general cardiac leukocyte
populations and morphological alterations in the tissue that could indicate the pathways of
cardiomyocytes death. However, we observed that inflammatory cells also die through
necrotic-like pathways and we are still investigating what molecular pathways might lead to
this death and whether it is implicated in the aggravation or not of the cardiac function.

Very recent data from the literature show the involvement of inflammasome activation
in the pyronecrosis, a cell death pathway observed in macrophages that is independent of pro-
apoptotic caspases and with morphological characteristics of necrosis. Inflammasomes are
multiproteic complexes activated by endogenous or exogenous danger signals that are
composed by different protein families. Pyronecrosis is known to be dependent on NLRP3
(cryopyrin), ASC, Cathepsin B, and others and is frequently observed in monocytes from
patients with CAPS (CIAS1-associated periodic syndrome), for example. These patients have
mutations in the coding gene for NLRP3 (NLRP3/CIAS1). However, at this point we can only
speculate whether pyronecrosis or regular necrosis are the main pathways of cardiac
inflammatory cells death.

If there is activation of inflammasomes in the myocardium, this leads to the release of
IL-1 and IL-18 and we used mdx/mdx/Myd88” mice to evaluate whether these cytokines
would affect the myocarditis. Myd88 is an adaptor molecule that participates in the signal
transduction pathway of both IL-1 and IL-18, but also most Toll like receptors. However,
these mice also had cardiac inflammatory infiltration, although with cells apparently damaged

composing inflammatory foci. Additional experiments are necessary to clarify the role of

59



possible nucleasome activation in cardiac inflammatory cells death and the relevance of IL-1
and IL-18 in this regulation.

Another possibility for inflammatory cells death could be the production of reactive
oxygen species (ROS), since we observed in electron microscopy an accumulation of
lipofuscin in cardiac inflammatory cells, as observed in skeletal muscle by others (ref).
Moreover, macrophages are documented as great producers of ROS. Lipofuscin is normally
produced by the oxidative degradation of macromolecules by ROS and redox-active metal
ions and is usually associated to ageing in normal humans and mice. In chronic inflammation,
locally produced NO' levels can be very high, resulting in the availability of large amounts for
further reaction with oxygen or superoxide radical to generate additionally highly reactive
species . Besides, NO', peroxynitrite, and others can induce damage to mitochondria, loss of
cell membrane integrity, cellular death, inhibition of DNA synthesis . As long as NO" can
freely traverse cell membranes, it may also affect cardiac cells in the vicinity of inflammatory
foci as recently observed. On the other hand, increased levels of NO observed in nNOs
transgenic mdx/mdx mice prevented fibrosis and myocarditis (Wehling-Henricks et al, 2005).
This could be the result of higher amounts of NO since birth, different from the natural
progression of myocarditis in non transgenic mdx/mdx mice.

Regarding lymphoid populations and Sca-1" progenitor cells in the heart, we observed
that af T lymphocytes and hematopoietic progenitor cells were mostly observed in 6 wko
mdx/mdx mice and decreased thereafter, however, yo T cells were only found in 12 wko mice.
This coordinated initial kinetic of lymphoid cells migration may affect the next generation of
cardiac inflammatory leukocytes and even the natural response of cardiomyocytes facing the
local inflammation. Lymphocytes play important roles in chemotaxis, cytotoxicity, secretion
of cytokines and chemokines and therefore potentially exert immune regulation. To date, in

coxsackievirus B3-induced lethal myocarditis, the heart is enriched in pathogenic CD4" Thi
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over Th2 cells in BALB/c. However, using gld/gld (Fas-L™) infected mice, the authors
concluded that inflammatory yd T cells were cytotoxic against those protective Th2 cells
through Fas/Fas-L interaction, since Fas-L”" mice had a milder infection enriched in Th2 cells
. This illustrates the importance to discern cell types in acute or chronic diseases, trying to
correlate to their possible roles in the development of the pathology. We are now isolating the
leukocytes found in the cardiac tissue for in vitro cytotoxic assays against cardiomyocytes in
culture.

Regarding Sca-1" progenitor cells, we observed three waves of cells with distinct
CD45R and CD117 phenotypes, and it is necessary to perform adoptive transfer of these
purified sub populations and trace these cells to evaluate if they are commited to regeneration
and to which cell types.

We therefore consider that the evaluation of molecular and cellular pathways involved
in cellular recruitment in DMD myocarditis may reveal important immunoregulatory vias

with therapeutic relevance.
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LEGENDS

Figure 1: Flow cytometry analysis of cardiac lymphoid and progenitor cells: Hearts were
collected from C57BI/10 (white symbols) or mdx/mdx mice (black symbols) and dissociated
using collagenase for identification of CD3/CD4 and CD3/CDS8 T cells (A), yo T cells (B) or
progenitor hematopoietic Sca-1'/MAC-1/CD47/CD8 cells (C). Sca-1" cells were discerned
according to the expression of B220 (CD45R) and CD117 (c-Kit) (D) on indicated time points.
(A) When comparing: CD4 cells (24 wko with 12 wko) - # means P<0,05 and (24 wko with 6
wko) - * means P<0,01; CD8 cells (24 wko with 6 wko) - @ means P< 0,05. (B and D) # Means
P<0,05 and * means P<0,01 when comparing with previous age or as indicated (C). Results are

representative of at least three mice per time point.

Figure 2: Cardiac mast cells and macrophages identification: Cardiac slices from 6 (A) and 12
(B) wko mdx/mdx mice were stained with alcyan blue/safranin/toluidin blue solution to identify
mucosal (MMC) (blue), hybrid (blue/brown) or connective tissue mast cells (CTMC) (brown).
Cardiac samples from 6 (C) and 12 (D) wko mdx/mdx mice were also incubated with anti MAC-

1. Results are representative of at least three mice per time point. Magnification 200x.

Figure 3: General architecture and cellular composition of inflammatory foci: Cardiac fragments
were collected from 6 (A), 12 (B), 24 (C) and 48 wko (D) mdx/mdx mice, embedded in Epon,
and further processed for light microscopy analysis after toluidin blue staining. General
characteristics as: edema (e) and dead cells (double-line arrow) (insert) were identified in at least
three mice per time point. Bar = 20uM. Creatine kinase activity was evaluated in serum for the

skeletal (E) and cardiac (F) isotypes.
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Figure 4: Ultrastructural analysis of cardiac tissue: Cardiac fragments were collected from 6
(A), 12 (B) 24 (C — G) and 48 wko (H and 1) mdx/mdx mice and processed for electron
microscopy analysis. The following markers were used: thin arrows — muscle cell edema;
arrowheads — nuclei with micro regions of hyper coiled chromatin; asterisk — nuclear edema;
large arrows — lipofuscin accumulation and # - lipofuscin granules fusion. Results are

representative of at least three mice per time point. Bar = 5uM

Figure 5: Histopathological analysis of mdx/mdx/Myd88” mice: 2 (A), 4 (C) and 8 (E) month
old mdx/mdx and mdx/mdx/Myd88™ 2 (B), 4 (D) and 8 (F) mice were euthanized and the hearts
collected for hematoxylin-eosin staining. Results are representative of at least three mice per

time point. Magnification 200x.
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Table 1: Cardiac mast cells quantification

max C57BI/10

pericardium endoc/perivasc pericardium endoc/perivasc

MMC hybrid CTMC MMC hybrid CTMC MMC CTMC MMC CTMC

2 wko 7.5 0.0 0.0 0.3 0.0 0.8 3.5 0.0 0.0 0.5

6wko 30+ 0.0 0.0 0.0 0.3 8.2* 5.5 1.0 0.0 15

12wko 2 0.0 1.7 0.2 0.2 1.0% 3.5 0.0 0.0 1.0

24 wko  45% 0.0 0.0 0.2 0.0 0.5 3.0 0.0 0.0 0.5

48wko 52 0.0 0.3 0.0 0.2 3.3* 35 2.5 0.0 1.0

Data shows average number of mast cells/cardiac slice in pericardium, endocardium and perivascular areas
MMC, mucosal mast cell (chondroitin sulfate positive)

CTMC, connective tissue mast cell (heparin positive)

Hybrid, double positively stained mast cells

*p<0,01 and # p<0,05 when comparing with previous age
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RESULTADOS SUPLEMENTARES

Parte |

1 Material e Métodos

1.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos mdx/mdx e C57BL10/J machos com 6 e 12
semanas de idade fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da
Fundacdo Oswaldo Cruz. Os camundongos foram recebidos e mantidos em adaptacéo no setor
de experimentacdo animal do Laboratério de Biologia Celular por 5-7 dias e todos os
experimentos foram feitos conforme a resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, sendo o
projeto aprovado (0308/06) pela Comisséo de Etica para Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Fundacdo Oswaldo Cruz.

1.2 Analise Histopatoldgica

Os camundongos foram eutanaziados com CO;, e 0s musculos gastrocnémio, solear e
diafragma foram removidos, congelados em nitrogénio liquido e incluidos em OCT (Sakura,
Torrance Ca). Foram feitos cortes de 16um para identificacdo de mastocitos usando coloragéo
por azul de toluidina/azul de alcian/safranina como descrito em Meuser-Batista e cols, 2008.
Em resumo, as amostras foram coradas com uma solu¢do contendo azul de alcian 0,36%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), safranina 0,02% (Sigma) e azul de toluidina 0,01%
(Sigma) pH 1,42 por 5 minutos. De acordo com este procedimento, os mastécitos podem ser
classificados como sendo de fen6tipo mucoso (MMC) (azuis - corados por azul de alcian) ou
de fendtipo de tecido conjuntivo (CTMC) (castanhos ou purpura- corados por safranina ou por
azul de toluidina). Mastocitos corados com uma combinacdo das trés cores foram
classificados como mastécitos hibridos. A quantificacdo é representativa de trés cortes de
tecido coletados de no minimo trés camundongos individuais por idade estudada e esta

indicada como numero de mastécitos por campo.

1.3 Cortes semi-finos
Fragmentos de 1-2 mm dos musculos gastrocnémio, solear e diafragma foram lavados
trés vezes em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e fixados com 2,5% de

glutaraldeido (Sigma) em tampdo cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2 por 1h a 4°C. Os
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fragmentos foram entdo pos-fixados por 30 minutos a temperatura ambiente em solucéo
contendo OsO4 1% (Merck, Darmstadt, Alemanha), ferricianeto de potassio 0,8% (Sigma) e
CaCl, 5 mM em tampao cacodilato 0,1M (Sigma). Ferricianeto de potéassio e cloreto de célcio
foram adicionados para uma melhor vizualizagéo e preservacao de estruturas membranares. O
material foi entdo desidratado em concentragdes crescentes de acetona, incubado por 12 h a
4°C em mistura de acetona 100% e resina Polybed 812 (v:v) (Merck), incubado por mais 4 h
em resina pura & temperatura ambiente e incluido em resina Polybed 812. A polimerizagdo da
resina ocorreu a 60°C por 3 dias. Os cortes semi-finos (400 nm) foram coletados em laminas,
corados com azul de toluidina (Sigma) e montados para observacdo em microscopio de luz

Axioplan 2 Zeiss (Zeiss, Alemanha).

1.4 Dissociacéo de tecidos musculares por colagenase

Os musculos gastrocnémio, solear e diafragma foram coletados e cortados em
fragmentos de 1-2 mm e exaustivamente lavados em PBS a 4°C para evitar contaminagéo com
células de sangue. Os fragmentos foram entdo transferidos para uma solugdo de colagenase
tipo 1A 0,2% (Sigma, Lote 035K8636, 277 units/mg) e submetidos a um ciclo Unico de
digestdo enzimatica em agitacdo suave por 40 minutos a 37°C (Fig 1). As células isoladas
foram centrifugadas e imediatamente transferidas para meio RPMI 1640 (Sigma) gelado
contendo 10% de SFB e mantidas a 4 °C até o uso. As células foram incubadas por 20 minutos
a 4°C com meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 10% de soro de carneiro inativado (bloqueio
de receptores Fc) e 10% de soro fetal bovino (Gibco). Em seguida as amostras foram
incubadas com as combinacdes pertinentes de anticorpos monoclonais (item 1.5) para

avaliacdo fenotipica.
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Figura 1: Dissociacdo de musculo esquelético por colagenase: Aspecto geral das fibras musculares (seta)
e células inflamatdrias (cabeca de seta) isoladas do musculo gastrocnémio de animal mdx/mdx com 6
semanas de idade (A e B). Aumento: 200x.

1.5 Citometria de fluxo

Investigamos as seguintes populagdes para analise da composicao de células inflamatérias
musculares por citometria de fluxo: células NK e NKT (CD3-PE/NK1.1-FITC), células T
reguladoras  (CD4-PerCP/CD25-PE/CD8-FITC), linfécitos T ap (CD3-FITC/CDS8-
Cychrome/CD4-PE), linfécitos T v (CD4-PerCP/CD8-FITC/TCRy3-PE), células progenitoras
hematopoiéticas e (ScalFITC/CD19APC/CD117PECy7/CD45TxRed/CD3PE/Mac-1PE) e uma
sub populagdo ainda ndo descrita que denominamos “T progenitora” (CD3PE/CDI117PECy7).
Todos os anticorpos foram adquiridos da BD Pharmingen. As marcac6es foram realizadas em
meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 10% de SFB por 30 minutos a 4°C em 20 pl finais (células +
anticorpos). Apds a incubacdo, as amostras foram lavadas duas vezes em meio RPMI 1640
(Sigma), fixadas em formaldeido 2% (Merck) e mantidas em geladeira até a leitura quando eram
lavadas 2x em PBS. As amostras foram adquiridas em citémetro de fluxo FACScalibur e a
analise dos dados foi realizada utilizando o software CellQuest versao 3.2 (Becton Dickinson)
sempre na regido morfoldgica de células totais (FSC x SSC), excluindo apenas debris celulares e

agregados.

1.6 Analise estatistica
O teste t de Student foi utilizado para comparar dois grupos de dados e os valores

de p estdo indicados nas legendas das figuras.
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2 Resultados e Discussao

Utilizamos cortes semi-finos embebidos em Epon e corados com azul de toluidina
para a identificacdo dos tipos celulares inflamat6rios e possiveis alteracdes gerais na
arquitetura do tecido que pudessem ser associadas a patologia. O musculo gastrocnémio
apresentou infiltrados inflamatorios, edema e morte aparente de miofibras tanto em 6 semanas
quanto em 12 semanas (Fig 2A e 2B). Ja o musculo solear apresentou poucas células
inflamatorias dispersas no tecido e pequenas alteracdes histologicas gerais (Fig 2C e 2D),
enquanto que o musculo diafragma apresentou intensos infiltrados inflamatorios com extensa
morte de miofibras, edemas e alteracbes de matriz nas duas idades (Fig 2E e 2F). Podemos
observar ainda um predominio de células mieldides compondo os infiltrados inflamatorios
como descrito na literatura. E importante ressaltar que foram observados alguns ntcleos de

células inflamatorias com cromatina aparentemente degradada (Fig2).
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Figura 2: Arquitetura geral e composicdo celular do infiltrado inflamatdrio: Fragmentos dos musculos
gastrocnémio (A e B), solear (C e D) e diafragma (E e F) de camundongos mdx/mdx de 6 (A, C e E) e 12
semanas (B, D e F) foram coletados de camundongos mdx/mdx emblocados em Epon e processados para
analise em microscopia de luz ap6s colora¢do com azul de toluidina. Caracteristicas morfoldgicas gerais:
célula inflamatdria com cromatina aparentemente degradada (cabeca de seta), célula inflamatéria normal
(seta), fibra danificada (asteriscos) e edema (e) foram identificadas em trés camundongos por idade.

Barra: 20pm.
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Os mastdcitos compdem uma populacdo mieldide que tem sido extensamente associada a
morte celular, inclusive na DMD, onde o tratamento com blogueadores destas células reduziu a
morte de fibras musculares em diversos estudos. Além disso, 0s mastocitos possuem papel
central na regulacdo inflamatoria, induzindo quimiotaxia de leucdcitos, ativacdo de células
endoteliais e secrecdo de mediadores pré-inflamatérios. Trabalhos anteriores fizeram apenas
avaliagdes numéricas gerais destas células e observaram que o aumento de mastocitos
correlaciona com o agravamento das lesdes musculares. Contudo, ha diversas sub populacdes de
mastdcitos com componentes pré-inflamatorios distintos em seus granulos citoplasméaticos com
funcdo ainda desconhecida na DMD. Desta forma, decidimos avaliar estas sub populacGes
utilizando coloracBGes especiais que discriminam mastocitos mucosos (CTMC - ricos em
heparina) e de tecidos conjuntivo (MMC — ricos em sulfato de condroitina). A anélise qualitativa
de mastdcitos (Fig 3) revelou flutuacdes peculiares no nimero geral, subpopulagdes e de acordo
com a idade e tipo muscular. A distribuicdo dos fenotipos foi difusa em todos os masculos
estudados.

Houve o aumento significativo (p<0,02) do nimero total de mastdcitos em alguns
musculos esqueléticos considerando a média do nimero de células por campo. No mdsculo
gastrocnémio de animais de 6 semanas: C57BI/10 x mdx/mdx = 0,3 x 0,5 e em 12 semanas:
C57BI/10 x mdx/mdx = 0,3 x 0,9 (Fig 3A e 3B). No musculo solear de animais de 6 semanas:
C57BI/10 x mdx/mdx = 0,5 x 0,9 e em 12 semanas C57BI/10 x mdx/mdx = 0,6 x 1 (Fig 3C e
3D). No musculo diafragma houve uma diminuicdo significativa (p<0,01) nos animais de 6
semanas C57BI/10 x mdx/mdx = 1,3 x 0,5 e uma diferenca ndo significativa em 12 semanas:
C57BI/10 x mdx/mdx = 0,3 x 0,6 (Fig 3E e 3F). Interessante observar que houve uma diminuicéo
do nimero de mastocitos somente no diafragma de 6 semanas, sabendo-se que o musculo
diafragma é o mais afetado na doenca em camundongos mdx/mdx. Estes dados nos sugerem que
talvez o simples aumento no nimero destas células ndo seja suficiente para contribuir para uma
maior lesdo muscular, mas também a modulacdo de uma sub populacéo especifica de mastdcitos.
De fato, utilizando a coloracdo especial nés observamos que apenas no muasculo diafragma de
animais de 6 semanas ha uma reducdo significativa (p<0,02) de mastdcitos de fendtipo MMC em
mdx/mdx quando comparamos com animais controles C57BI/10 (Fig 3E e 3F). No musculo
gastrocnémio observamos um aumento significativo de mastocitos de fendtipo CTMC (p<0,005)
em 12 semanas e MMC (p<0,05) em 6 e 12 semanas de animais mdx/mdx comparado a animais
C57BI/10 (Fig 3A e 3B). Apesar de o musculo solear apresentar pequenas variaces das
subpopulac¢des observamos uma aumento significativo (p<0,05) de mastdcitos de fenotipo MMC

em 6 semanas e CTMC em 12 semanas em camundongos mdx/mdx quando comparados aos

78



animais C57B1/10 (Fig 3C e 3D). Estes dados indicam uma complexidade adicional na analise
destas células e que subpopulaces especificas devem ser sempre estudadas em qualquer
situacdo patologica.

1.2 4 1.2 1 @6 semanas
1 A 1 B 12 semanas B
0,8 0,8 A
0,6 4 0,6 A
0,4 - 4 o 0,4
o | 0 -
CTMC MMC Hibrido CTMC MMC Hibrido
8_ 1,2 - 1,2 ~
: ¢ 4] D
s
%) o]
% 0,8 - 0,8 1
S l_*_l
2 | ] o]
8 0,6 # 0,6
=
[«}] 0.4 0.4 4
© ' '
o #
@ ] 4
s ﬁ N FLi
=
Z o : : 0 : :
CTMC MMC Hibrido CTMC MMC Hibrido
1,2 4 1,2 -
E G
14 1 F
0,8 A 0,8
0,6 1 o 0.6
l_*_l
0,4 1 o] 0,4 1
o] R
0 - —— - 0 - -
cmMeC MMC Hibrido CT™MC MMC Hibrido

Fénotipo de mastocitos

Figura 3: Quantificacdo de mastocitos em musculos esqueléticos: Dados mostram o nimero médio de
diferentes fenétipos de mastécitos por corte de musculo. Mastécitos de fendtipo mucoso (MMC)
(azul), de tecido conjuntivo (CTMC) (castanho) ou hibrido (azul/castanho) foram identificados no
musculo gastrocnémio de mdx/mdx (A) e C57BI/10 (B), no musculo solear de mdx/mdx (C) e
C57BI/10 (D) e no musculo diafragma de mdx/mdx (E) e C57BI1/10 (F). * p<0,05 quando comparados

mdx/mdx de 6 e 12 semanas em relacdo a um fenétipo de mastacitos. # p<0,005 e & p<0,05 quando

camundongos mdx/mdx sdo comparados com C57BI/10 de mesma idade e mesmo fenétipo de

mastacitos.
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Embora principalmente células mieldides tenham sido observadas nos infiltrados

inflamatorios e distribuidas nos tecidos, células linféides e progenitoras hematopoiéticas

também tém sido descritas como populagdes celulares importantes em eventos citotdxicos,

quimiotaxia e regeneragdo muscular. Estas células foram entdo isoladas dos mdsculos

esqueléticos gastrocnémio, solear e diafragma e analisadas por citometria de fluxo na regido
de células totais, excluindo apenas debris e grumos (Fig 4). As analises por citometria de
animais C57BI/10 mostraram menos de 1% de todas as células investigadas neste trabalho

(dados ndo mostrados).
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Figura 4: Representacdo da andlise por citometria de fluxo:. O padrdo morfolégico (FSCxSSC) do

musculo esquelético é mostrado em A, assim como a regido de analise R1. Analise de células

Sca-1'/ CD117" e CD19%/B220" em musculo esquelético (B) e peritdonio (C e D) de camundongos
mdx/mdx. Analise de células Sca-1"/CD3/Mac-1/CD197/B220/CD117" em camundongos madx/madx.

(E-G) e de células CD3"/CD117" em camundongos mdx/mdx (H-J) e em animais C57B1/10 (K).

Né&o foi observada migracdo relevante (menos de 1%) de células NK, NKT, células

T reguladoras CD4/CD25 ou CD8/CD25 ou plasmécitos CD19" para os musculos
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esqueléticos de camundongos mdx/mdx. No entanto, obervamos pela primeira vez na literatura
uma populacdo de células T com um fendtipo inesperado em camundongos mdx/madx:
CD3'/CD117°/CD4/CD8". Estas células estio sendo preliminarmente chamadas de “T
progenitoras” pelo fato de expressarem o CD117 que € o receptor de SCF (stem cell factor) ou
fator de célula tronco. Essas células foram abundantemente encontradas em todas as idades
nos musculos esqueléticos estudados, com um percentual superior a 40% dos eventos
encontrados na regido de células totais (Fig 5). Além disso, camundongos mdx/mdx obtidos
do Jackson Laboratories nos Estados Unidos também apresentam a mesma populagdo e em
niveis igualmente elevados. Nos musculo gastrocnémio e diafragma observamos um aumento
do percentual das células CD3*/CD117" entre 6 e 12 semanas de idade enquanto que no
musculo solear observamos uma diminuicdo do percentual entre as idades. O musculo
gastrocnémio apresentou um percentual de 60,7% em 6 semanas aumentando para 70,2% em
12 semanas. O musculo solear apresentou um percentual 48,9% em 6 semanas diminuindo
para 44,6% em 12 semanas. O musculo diafragma apresentou um percentual de 44,4% em 6
semanas aumentando para 55,5% em 12 semanas (Fig 5).
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Figura 5: Analise por citometria de fluxo de células T progenitoras CD3"/CD117": Os misculos
gastrocnémio, solear e diafragma foram coletados de camundongos mdx/mdx de 6 e 12 semanas e
dissociados por colagenase para obtencéo e identificagdo das células T progenitoras. N&o houve diferenca

significativa entre as idades. O desvio padrdo do musculo solear de 6 semanas foi de 0,05.

Talvez esta populacdo com fenétipo distinto seja pelo menos em parte responsavel
pelas discrepancias referentes a células T na literatura referente a DMD. Alguns autores
sustentam que céluals T sdo importantes na geracdo de lesdes musculares na DMD, atuando

como células citotoxicas, por exemplo. Porém, células linfoides sdo raramente observadas
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compondos infiltrados inflamatorios e marcacdo por imunohistoquimica com anti CD4 ou
CD8 em geral ndo indica nimeros relevantes destas células (dados ndo mostrados). Por outro
lado, células linfoides sdo encontradas dispersas nos musculos e normalmente ndo associadas
a &reas de leséo ou inflamacéo.

Talvez o alto percentual de células CD3*/CD117" na citometria seja resultado do
enriquecimento desta populacdo ap6s a dissociacdo enzimatica, uma vez que o tratamento
com colagenase pode levar a morte de outros tipos celulares que talvez estabelecam interacfes
célula-célula e célula-matriz extracelular mais fortes como fibroblastos, macréfagos, sub
populacbes de células dendriticas, mastécitos. A dupla marcacdo destas células no tecido
talvez mostre de forma mais definitiva a frequéncia desta popula¢do nos musculos.

Células progenitoras Sca-1" estdo presentes tanto no coragdo como nos musculos
esqueléeticos e sdo capazes de se diferenciar em células musculares segundo a literatura. Nos
musculos esqueléticos estudados observamos por citometria de fluxo uma populacgéo de células
progenitoras hematopoiéticas: Sca-1*/CD117*/CD3/Mac-17CD197/B220" (Fig 6). Comparado
aos musculos diafragma e solear, 0 musculo gastrocnémio apresentou um baixo percentual
dessas células (menos de 7%) nas idades estudadas. Tanto no musculo solear quanto no
musculo diafragma observamos uma diminuicdo significativa (p< 0,05) entre as idades. O
solear apresentou um percentual de 24,6% em 6 semanas diminuindo para 15% em 12
semanas € 0 musculo diafragma teve 26% em 6 semanas diminuindo para 15% em 12

semanas (Fig 6).
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Figura 6: Andlise por citometria de fluxo de células progenitoras hematopoiéticas no masculo
esquelético: Os musculos gastrocnémio, solear e diafragma de camundongos mdx/mdx foram coletados e
dissociados por colagenase para obtencdo e identificacdo celular das células Sca-1"/CD3/Mac-1/CD19
/B220/CD117" nas idades de 6 e 12 semanas. * p<0,05

Embora células Sca-1" tenham capacidade regenerativa descrita, ainda nio sabemos se
essas células identificadas em nossos estudos de fato se diferenciam em fibras musculares, outros
tipos celulares ou se apenas liberam fatores que contribuem para o estabelecimento dos processos
de inflamacdo, regeneracdo ou fibrose. S&o necessarios, por exemplo, experimentos de
transferéncia adotiva dessas células marcadas com tracadores para avaliar se elas estdo dando
origem a fibras musculares.

Uma melhor compreensdo da natureza dos fatores responsaveis pela migracdo celular
para os diferentes musculos e o entendimento da participacdo de células inflamatorias e
progenitoras no processo de evolucdo da doenca sera inestimavel na tentativa se estabelecer

uma terapia capaz de reverter o processo patologico.
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3 Perspectivas

3.1 Aprofundar o estudo de sub populag¢des de mastdcitos na DMD através do bloqueio
individual in vivo dos receptores de histamina H1, H2 e H3;

3.2 Estudar o potencial de diferenciacdo em miofibras das células CD3*/CD117" e
progenitoras hematopoiéticas (Sca-1*/CD117/CD3/Mac-1/CD197/B220") purificadas in

vitro;

3.3 Avaliar o perfil de citocinas liberadas pelas células CD3*/CD117" e progenitoras
hematopoiéticas (TNF-o., IFN-y, IL-10, IL-4, IL-2, TGF-$ e IL-13 no sobrenadante de
células purificadas), e assim estudar sua possivel influéncia sobre o0 microambiente

muscular;

3.4 Analisar a possivel migracdo das células CD3*/CD117" e progenitoras hematopoiéticas
para musculos esqueléticos. Para isso, serdo necessarios alguns experimentos de
introducdo dessas células em animais distréficos, como por exemplo:

3.4.1 Transferéncia por via intravenosa de células de camundongos machos em fémeas e
busca dessas células em diferentes masculos esqueléticos, cardiaco, figado e baco pela
marcacao do cromossomo Y;

3.4.2 Auvaliacdo do mesmo objetivo indicado acima, mas usando o modelo de enxerto
ectdpico de masculos esquelético (de macho) no pavilhao auricular (de fémea) na
tentativa de se manter o microambiente original das células progenitoras, sem

dissociacdo enzimatica.
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RESULTADOS SUPLEMENTARES

Parte 11

1. Material e Métodos

1.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos mdx/mdx e C57BL10/J machos com 2, 6,
12, 24 e 48 semanas de idade fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio
(CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os camundongos foram mantidos em adaptagéo no
setor de experimentacdo animal do Laboratdrio de Biologia Celular por 5-7 dias e todos o0s
experimentos foram feitos conforme a resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, sendo o
projeto aprovado (0308/06) pela Comisséo de Etica para Utilizagdo de Animais (CEUA) da

Fundacdo Oswaldo Cruz.

1.2 Analise Histotologica

Os camundongos foram eutanaziados com CO; e 0s musculos gastrocnémio, solear e
diafragma foram removidos, congelados em nitrogénio liquido e incluidos em OCT (Sakura,
Torrance, EUA). Foram feitos cortes de 10um para coloragdo por hematoxilina e eosina (HE)
para analise quantitativa das areas de inflamacdo, regeneracdo e inflamacéo/regeneracdo. A
quantificacdo de cada parametro foi feita pela delimitacdo de cada area identificada em
relacdo a area total do corte. Foram consideradas como: area de inflamacéo, grupos com mais
de dez células inflamatérias agrupadas (Fig 1A); area de regeneracdo, grupos de miofibras
com nucleacdo central (Fig 1B) e area de inflamacao/regeneracdo grupos de com mais de dez
células inflamatorias associadas a miofibras com nucleagdo central (Fig 1C). A delimitacédo
das areas foi feita por toda a extensdo do corte e a quantificacdo foi feita com o programa

Scion (Scion Program, National Institutes of Health, Image Program).
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Figura 1: Representacdo da andlise quantitativa das diferentes areas do processo inflamatorio e
regenerativo em mdsculos esqueléticos: A analise foi feita através da identificagdo de areas de
inflamacéo (A), regeneracdo (B) e inflamag&o/regeneragdo (C) em musculo gastrocnémio. Coloragdo com

hematoxilina-eosina. Barra: 100um
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1.3 Analise de Ultra-estrutura

Fragmentos de 1-2 mm dos musculos gastrocnémio, solear e diafragma foram lavados
trés vezes em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e fixados com 2,5% de
glutaraldeido (Sigma) em tampédo cacodilato de soédio 0,1M pH 7,2 por 1h a 4°C. Os
fragmentos foram entdo pos-fixados por 30 minutos a temperatura ambiente em solucéo
contendo OsO4 1% (Merck, Darmstadt, Alemanha), ferricianeto de potassio 0,8% (Sigma) e
CaCl, 5 mM em tampao cacodilato 0,1M (Sigma). Ferricianeto de potassio e cloreto de célcio
foram adicionados para uma melhor vizualizagéo e preservacao de estruturas membranares. O
material foi entdo desidratado em concentracOes crescentes de acetona, incubado por 12 h a
4°C em mistura de acetona 100% e resina Polybed 812 (v:v) (Merck), incubado por mais 4 h
em resina pura a temperatura ambiente e incluido em resina Polybed 812. A polimerizagédo da
resina ocorreu a 60°C por 3 dias. Os cortes ultra-finos (70 nm) foram coletados em grades de
cobre, corados com acetato de uranila 2% e citrato de chumbo observados em microscopio

eletrénico de transmissdo Zeiss EM-10C (Zeiss, Alemanha).

1.4 Imunomarcacao

Cortes congelados de musculo esquelético de camundongos mdx/mdx e C57B1/10 com
10um de espessura foram fixados em acetona e mergulhados em PBS por 5 minutos. A
inibicdo de peroxidase endogena foi feita com solugdo a 3% peroxido de hidrogénio (Merck
do Brasil) por 30 minutos, seguida por lavagem em PBS por 5 minutos e incubagdo por 30
minutos a 37° C com PBS contendo 2% de albumina bovina (BSA fracdo V, Sigma Chem.
Co., EUA). Em seguida, os cortes foram incubados separadamente com 0s anticorpos
primarios anti-iNos e anti-LC3 ambos feito em coelho (Sigma) por 1 hora a 37°C. Apos trés
lavagens sucessivas de 5 minutos com PBS, os cortes foram incubados também em camara
Umida com anticorpos secundarios (anti coelho peroxidase (Santa Cruz) para iNos e anti
coelho FITC (Sigma) para LC3) diluidos em PBS por 1 hora a temperatura ambiente. As
laminas incubadas com anti-iNos foram reveladas utilizando DAB (kit Dako Cytomation),
contra-corados com hematoxilina de Mayer por 2 minutos, montados em
gelatina/glicerina/fenol e visualizadas em microscopio de luz Axioplan 2 Zeiss (Zeiss,
Alemanha). As laminas incubadas com LC3 foram montadas e visualizadas em microscopio
Confocal LSM510 Meta Zeiss.
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1.5 Avaliacédo de apoptose

Cortes congelados de musculos esqueléticos foram utilizados para a avaliagdo de
apoptose através da visualizacdo de fragmentacdo da cromatina (kit de TUNEL peroxidase)
de acordo com as instrugdes do fabricante (Roche).

1.6 Quantificacao de citocinas

Camundongos mdx/mdx e C57BI1/10 de 6 e 12 semanas de idade foram extensivamente
retroperfundidos pela aorta com PBS e em seguida os musculos gastrocnémio, solear e
diafragma foram retirados. As proteinas totais das amostras foram extraidas em tampéo de lise
contendo inibidores de proteases (leupeptina, PMSF, pepsitatina e aprotinina) e dosadas pela
técnica de Lowry. Em seguida, os niveis das citocinas IL-6 (Interleucina-6), IL-10, MCP-1(
Proteina quimioatraente de mondcito-1), IFN-g (Interferon-g), TNF (Fator de necrose
tumoral) e IL-12p70 foram avaliados por citometria de fluxo utilizando o kit CBA FLEX

(inflamac&o em camundongo) de acordo com o fabricante (BD).

1.7 Atividade da creatina quinase sérica (CK-NAC)

Para este ensaio foram utilizados soros de camundongos mdx/mdx e C57BI/10 com 6,
12, 24 e 48 semanas de idade obtidos a partir de puncéo cardiaca sem heparina. A atividade
sérica da enzima creatina quinase (CK) isotipo esquelético (CK-NAC) foi utilizada como
indicativo da destruicdo de fibras esqueléticas. A enzima catalisa a fosforilagdo da creatina
gerando fosfocreatina e ADP além de outros produtos finais como D-ribose-5fosfato, CO2 e
NADPH. O aumento dos niveis de NADPH é determinado fotometricamente e é diretamente
proporcional a atividade da enzima. As leituras sdo feitas com 5 pl de soro + 100 pl do
reagente de trabalho fornecido pelo fabricante (LabTest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As
amostras sdao mantidas por 15 minutos a temperatura ambiente e em seguida sdo feitas 6
leituras sucessivas com intervalos de 1 minuto em espectofotdmetro de placa a 340 nm
(Molecular Device — VERSAmax microplate reader). Estes valores de absorbancia referentes

a leitura de NADPH séo expressos como diferencas de leitura a cada minuto (AE/min).
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1.8 Analise estatistica
O teste t de Student foi utilizado para comparar dois grupos de dados e os valores de p

estdo indicados nas legendas das figuras.
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2 Resultados e Discussao

A coloragdo por HE foi utilizada com o objetivo de mostrar a morfologia dos
musculos esqueléticos de camundongos normais utilizados como controle (C57B1/10) (Fig 2)
e avaliar as principais alteracbes morfoldgicas relacionadas com os processos inflamatério e

regenerativo em camundongos madx/mdx.

Figura 2: Histologia do musculo esquelético de camundongos normais: Os musculos gastrocnémio
(A), solear (B) e diafragma (C) de camundongos C57BI/10 de 6 semanas, foram coletados, cortados e
corados com hematoxilina-eosina. Os resultados s&o representativos de pelo menos trés camundongos

por idade. Barra: 100um
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Nos camundongos distréficos, podemos observar que o musculo gastrocnémio
apresenta extensas areas em regeneracao caracterizadas por fibras com nucleagéo central tanto
em 6 (Fig 3A) como em 12 semanas (Fig 3B). J& 0 musculo solear apesar de apresentar
regides em regeneracdo em 6 e 12 semanas como 0 musculo gastrocnémio, observamos
regides em regeneracdo esparsas e pequenas (Fig 3C e 3D). O musculo diafragma apresentou
regides com intensa inflamagdo em 6 semanas (Fig 3E e 3F) e em 12 semanas extensas areas
com inflamacdo, areas com grupos de células em regeneracao e regides especificas de células
inflamatorias associadas a células em regeneracdo que denominamos de area de

inflamacéo/regeneracéo.
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Figura 3: Analise histologica do musculo esquelético: A anélise das alteragdes histoldgicas dos musculos
gastrocnémio (A e B), solear (C e D) e diafragma (E e F) de camundongos mdx/mdx de 6 (A, C e E) e 12
semanas (B, D e F) foi feita por coloracdo com hematoxilina-eosina. Caracteristicas morfologicas gerais:
infiltrado inflamatorio (seta), e célula muscular regenerando (cabeca de seta) foram identificadas em trés

camundongos por idades. Barra: 100um.
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Apesar da idade de 6 semanas ser considerada como periodo inflamatorio e a idade de
12 semanas como periodo regenerativo, podemos observar que nessas idades os musculos
esqueléticos estudados apresentaram periodos inflamatorios e regenerativos diferenciados. O
musculo gastrocnémio apresentou um percentual de 34,9% de areas em regeneracdo em 6
semanas com um aumento significativo de 61% em 12 semanas e baixos percentuais de areas
com inflamagdo e inflamagéo/regeneracdo nas duas idades (menor que 4%)(Fig 4A). O
musculo solear apresentou um percentual de areas em regeneracdo de 43% diminuindo
significativamente para 17% entre as idades de 6 e 12 semanas. Embora o mdsculo solear
apresente baixos percentuais das outras areas, observamos uma diminuicdo significativa dos
percentuais nos animais mais velhos (&reas com inflamacédo: 6,8% em 6 semanas para 1,5%
em 12 semanas) (&reas inflamacdo/regeneracdo: 4,5% em 6 semanas para 0,9% em 12
semanas) (Fig 4B). O musculo diafragma, que é considerado o mais afetado pela doenga,
apresentou uma alta variacdo de percentual da areas nas idades estudadas. Observamos em 6
semanas um percentual de regides com inflamacgédo de 11,3% e regides com regeneracdo de
3%. Em 12 semanas observamos regides com inflamacéo (4,2%), regeneracédo (12,2%) e
inflamacéo/regeneracdo em 12 semanas (14%) (Fig 4C).

Comparando-se as diferentes areas caracterizadas neste trabalho, podemos observar
que os musculos gastrocnémio e solear apresentaram altos percentuais de areas com células
em regeneracdo tanto em 6 como em 12 semanas (Fig 4Ae 4B). Diferente dos outros

musculos, o diafragma apresentou baixos percentuais de areas em regeneracao (Fig 4C).

93



70 - *

A O 6 semanas A
60 - M 12 semanas
50 -
40 - T
30 -
20 -
10 -
ol . e S
Inflamagéo Regeneracédo Inflamagao/regeneracdo
70 -
B
60 -
*
50 -
1+
L
S
o 40 -
©
S 30
IS
3 —
5 20 A
o *
1 *
10 - 1
ol e B |
Inflamagéo Regeneracéo Inflamag&o/regeneracéo
70 -
C
60 -
50 A
40 -
30 ~
*
20 1
N 1 !_T_.
O T T 1
Inflamagéo Regeneragéo Inflamagdo/regeneracdo

Figura 4: Analise quantitativa das diferentes areas do processo inflamatorio e regenerativo em masculos
esqueléticos: Quantificacdo das areas de inflamacéo, regeneracgdo e inflamacg&o/regeneracdo quantificadas
nos musculos gastrocnémio (A), solear (B) e diafragma (C) em camundongos de 6 e 12 semanas de idade.
Cada barra representa a média do percentual da area identificada por corte e foram utilizados pelo

menos 3 camundongos por idade. * p<0,05
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Através da analise histologica dos tecidos, observamos que tanto células inflamatorias
quanto fibras em regeneracdo frequentemente apresentavam aspecto danificado e que
poderiam estar em processo de morte. Decidimos entdo fazer a andlise ultraestrutural do
musculo diafragma em 6 e 12 semanas de camundongos mdx/mdx e observamos um grande
namero de vactolos com estruturas membranares internas ou vesiculas (Fig 5C e 5F). Como
esperado, o musculo diafragma dos camundongos C57Bl/10 ndo apresentou alteracfes
estruturais, sendo evidenciado pelas estriagdes e mitocondrias normais (Fig 5A e 5B)
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Figura 5: Andlise ultra-estrutural do musculo diafragma: Fragmentos de musculo diafragma foram
coletados de animais de 6 semanas de camundongos C57BI/10 (A e B) e mdx/mdx (C-F) e processados
para analise por microscopia eletrdnica. Caracteristicas morfoldgicas gerais: vacuolos (estrelas);
vesiculas dentro de vactolos (cabega de seta) e degradacdo de miofibrila (setas) foram identificadas

em trés camundongos por idade. Barra: 10um (A e C), 50um (B, D —F).
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Estes dados iniciais indicam alteracbes morfologicas semelhantes ao padrdo de
morte por autofagia e nos indicam que as vias de inducdo de morte das fibras ainda deve ser
melhor avaliado. A literatura aponta a morte necrdtica como a principal via de morte na DMD
e nossos dados de dosagem da atividade da enzima indicadora de morte de fibras esqueléticas

(CK-NAC) (Fig 6) no sangue confirmam isso.
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Figura 6: Quantificacdo de lesdo muscular: O plasma de 24 camundongos mdx/mdx ou
C57BI/10/idade, como indicado, foi coletado e a atividade enzimética de CK-NAC foi quantificada em
6 leituras consecutivas (AE/min.), como indicado pelo fabricante. * p<0,05 gquando camundongos
mdx/mdx sdo comparados com C57BI/10 de mesma idade e # p<0,05 quando comparados mdx/mdx de

idades diferentes.

Certamente uma avaliacdo sistematica dos diferentes tipos de morte celular que possam
ocorrer, ou ndo, nas fibras pode revelar alternativas de controle de lesdes primarias destas células
na DMD. Por esse motivo iniciamos o estudo da ocorréncia de apoptose (TUNEL) e autofagia
(marcacdo por anti LC3) nas nossas amostras de musculo esquelético. Em miosites, por exemplo,
foi demonstrado que ndo ha niveis relevantes de apoptose em fibras musculares e isso ocorre
devido a um grande aumento na expressdo de moléculas blogueadoras de apoptose como FLIP e
IAP. Da mesma forma, em nossos dados de avaliacdo de apoptose, ndo observamos fibras adultas

TUNEL" nos masculos gastrocnémio (Fig 7A e 7B), diafragma (Fig 7D e 7E) e solear (dados n&o
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mostrados) em animais de 6 (Fig 7A e 7D) e 12 semanas (Fig 7B e 7E). Observamos algumas
marcagOes pontuais em regifes de células inflamatdrias, porém em nimero apenas um pouco

maior no masculo diafragma em 6 semanas (Fig 7D). Como esperado, 0s animais controle nao

apresentaram marcacao para TUNEL (Fig 7C e 7F).

Figura 7: Avaliagdo de apoptose em musculos esqueléticos: A avaliacdo de apoptose foi feita pela identificacdo de
células positivas para TUNEL (cabeca de seta) em musculo gastrocnémio (A e B) e masculo diafragma (D e E) de
camundongos mdx/mdx de 6 (A e D) e 12 semanas (B e E) e masculo gastrocnémio (C) e diafragma (F) de animais

C57 BI/10 de 12 semanas. Os resultados sdo representativos de pelo menos trés camundongos por idade. Barra:

100pm.

Apesar de termos observado raras marcacdes para apoptose em fibras musculares,
observamos muita marcacdo para LC3 em células aparentemente associadas a infiltrados
inflamatorios (areas de inflamac&o/regeneragdo) com aspecto de fibras jovens/pequenas, mas
também em algumas regides com fibras adultas em camundongos mdx/mdx de 12 semanas (Fig
8). Como esperado, ndo observamos marcagdo de LC3 em animais C57BI/10 (Fig 8A e 8B). O
musculo gastrocnémio mostrou altos niveis de marcacdo por anti LC3 em é&reas de

inflamac&o/regeneracdo (Fig 8C) e em fibras adultas (Fig 8D e 8E). No mdsculo diafragma
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também houve marcagdo associada a areas de extensas lesdes com muita inflamagao e fibras em
degradacdo (Fig 8F e 8G). Apesar de nossos dados sugerirem a morte de fibras e células
inflamatorias por autofagia, é necessério ter cautela na interpretacdo destes dados. Por
microscopia eletrdnica observamos a formacdo de vacuolos em fibras maduras e morfologia
associada sugestiva de morte. Porém, células musculares em diferentes estadgios de maturagdo
podem responder de forma diferente ao estimulo autofagico. Por exemplo, este estimulo em
mioblastos ativados (precursores de fibras) pode ndo necessariamente estar associada a morte
celular, mas, por exemplo, ao processo de diferenciagdo. A autofagia é uma via fisioldgica que
ativa inclusive transcricdo génica e pode, por exemplo, estar associada a ativacdo de fatores
transcricionais da miogénese como MyoD, Pax7 e Myf5, e ndo a morte. Sdo necessarios
experimentos adicionais in vitro, por exemplo, com estimulos brandos de autofagia em

mioblastos e avaliacdo das repostas celulares.
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Figura 8: Avaliacdo de autofagia em musculos esqueléticos: A avaliacdo de autofagia foi feita através
da expressdo de LC3 no masculo gastrocnémio (A) e diafragma (B) de animais C57BL10 e no
muasculo gastrocnémio (C-E) e diafragma (F e G) de animais mdx/mdx. Os resultados sdo
representativos de pelo menos trés camundongos de 12 semanas de idade. Barra: 20um (A-C e G),
50um (D — F). Marcacdo de LC3 em células do infiltrado inflamatoério (seta) e em fibras adultas

(cabeca de seta).
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Todos os aspectos de morte celular discutidos no presente trabalho sofrem grande
influéncia dos niveis e perfil de citocinas produzidos no processo inflamatério e regenerativo
e este € um aspecto muito importante na avaliacdo de qualquer doenca inflamatéria cronica.
Comparado a camundongos controle (Fig 9A e 9B), observamos altos niveis de TNF e IFN-y
em animais de 6 (Fig 9C) e 12 semanas (Fig 9D) no musculo diafragma (p<0,005) e no
sangue de mdx/mdx (dados ndo mostrados). Entre 6 e 12 semanas também houve um aumento
significativo (p<0,005) nos niveis de IFN-yno musculo diafragma (Fig 9C e 9D). A
quantificacdo de citocinas também esta sendo feita nos masculos gastrocnémio e solear, mas
dados iniciais demonstram altos niveis de IFN-y nesses musculos em animais de 6 semanas.
N&o temos como precisar pelo ensaio que fizemos qual a origem das citocinas avaliadas, o
objetivo era justamente estudar o ambiente muscular como um todo. Por outro lado, é possivel
que a maior parte das citocinas detectadas esteja sendo produzida pelas células inflamatorias

ou mesmo pelas proprias fibras ativadas.
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Figura 9: Analise quantitativa de citocinas em musculos esqueléticos: Producdo de citocinas no musculo
diafragma de camundongos C57BI/10 de 6 (A) e 12 semanas (B) e mdx/mdx de 6 (C) e 12 semanas (D).

Os resultados sdo representativos de pelo menos oito camundongos por idade. p<0,005 quando

comparados 0s niveis de IFN-y de camundongos mdx/mdx entre as idades e p<0,005 quando

comparados os niveis de IFN-y e TNF entre camundongos mdx/mdx e C57BI/10 de mesma

idade.

101



Dados anteriores da literatura indicam que a exposicdo ao IFN e TNF, como
evidenciado nos musculos (Fig 9), pode estimular a producdo de iINOS (Fig 10), o que pode
contribuir para a morte das fibras musculares em camundongos distroficos. Devido entdo ao
perfil de citocinas encontrado, decidimos avaliar a expressdao de iINOS nos musculos e
observamos marcacao difusa quase que exclusivamente nas areas de infiltracdo inflamatéria
em quase todas as amostras, com excec¢ao do musculo solear que nédo apresentou marca¢do na
idade de 12 semanas (Fig 8H). Podemos observar ainda que houve uma aparente diminuicéo
de iNos entre os animais de 6 e 12 semanas de idade nos musculos esqueléticos estudados
(Fig 10).

Dentre as células mieldides, os macrofagos, em particular, compdem uma das
principais populagdes inflamatorias na distrofia, os quais podem secretar diversas citocinas e
também expressar INOS. Niveis mais elevados de NO podem levar a rea¢es posteriores com
oxigénio e radicais superdxido, gerando ainda espécies altamente reativas adicionais. Além
disso, NO, peroxinitrito e outros podem induzir dano mitocondrial, alteracdes em acidos
nucléicos, perda de integridade de membrana plasmatica, morte celular e inibicdo da sintese
de DNA.
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Figura 10: Expressdo de iNOS em musculos esqueléticos: A presenca da enzima iNOS foi avaliada em
camundongos mdx/mdx nos musculos gastrocnémio (A e B), diafragma (D e E) e solear em 6 (G, e H) e
camundongos C57 BI/10 de 12 semanas (C,F e I). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés

camundongos por idade. Barra: 100pum
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3 Perspectivas

3.1 Avaliar se ha niveis elevados de expressao das moléculas FLIP e IAP (inibidores

de apoptose) nos musculos que possam justificar a baixa taxa de apoptose;

3.2 Avaliar a morte celular por autofagia através de ensaios in vitro com estimulos

autofagicos brandos e avaliagcdo de resposta celular;

3.3 Analisar as amostras de microscopia eletrdnica das areas dos tecidos onde vimos
ativacdo de LC3;

3.4 Quantificar citocinas como TNF e IFN nos musculos gastrocnémio e solear de 12

semanas de idade.
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4 DISCUSSAO

A distrofia muscular do tipo Duchenne (DMD) é uma doenca sistémica que afeta de
maneira distinta os diferentes tipos de musculos esqueléticos e o cardiaco. Essa diferenga nos
musculos se refere a capacidade regenerativa, extensdo da resposta inflamatdria, destruicdo
tecidual, acometimento funcional e outros fatores, formando um quadro altamente complexo e
que ainda tem muito a revelar. Porém, para se desenvolver uma futura terapia efetiva para a

DMD, devemos tentar entender as principais diferencas desses microambientes.

Nas idades estudadas no nosso modelo experimental, o coracdo apresentou lesGes
inflamatorias de menor gravidade comparadas ao tecido esquelético. Uma comparacdo da
extensdo da area ocupada por células inflamatdrias/fibrose nos diferentes tecidos mostrou que no
coracao de animais com até 48 semanas ha apenas 8% de acometimento em relacéo a area total.
Por outro lado, nos musculos esqueléticos gastrocnémio, solear e diafragma essas alteracdes
ultrapassam 50% da area total do musculo nos animais com 12 semanas. Porém, mesmo tendo

uma progressdo mais lenta, 10 a 40% dos pacientes com DMD morrem de insuficiéncia cardiaca.

Dentre as diferencas estruturais dos musculos esqueléticos e cardiaco podemos destacar,
por exemplo, a estrutura das suas células. Diferente das fibras multinucleadas do musculo
esquelético, os cardiomiocitos apresentam um ou dois nucleos e as células sdo separadas umas
das outras por discos intercalares. Em segundo lugar, na auséncia de distrofina os cardiomidcitos
tém uma relacdo estiramento-tensdo, antes do rompimento, maior que camundongos controle,
enquanto que nas fibras esqueléticas de mdx/mdx esta relacdo € menor, mostrando uma maior
susceptibilidade destas. Em terceiro lugar, o padréo de expressdo da distrofina é distinto nos dois
tecidos, pois no musculo esquelético a distrofina esta concentrada nos costameros e
curiosamente no coracéo do roedor ela é uniformemente distribuida ao longo do sarcolema e ndo
ha preferéncia pelos costameros. Outra diferenca é a presenca de distrofina na membrana dos
tubulos T no coracdo. Embora ainda ndo esteja clara a implicacdo destas diferencas estruturais
na progressao mais precoce das lesdes nos musculos esqueléticos, é provavel que pelo menos em

parte haja uma correlacao.

A perda da distrofina aparentemente leva a uma desestabilizacdo do sarcolema e maior
propensdo a lesdo per si em fibras esqueléticas e cardiacas. Entretanto, outros fatores
secundarios a perda da distrofina podem afetar a suscetibilidade das células ao dano. Embora
ainda ndo tenham sido feitos estudos comparativos entre as fibras, atualmente se sabe que a
auséncia da distrofina leva a niveis mais elevados de Ca®* no citoplasma de fibras esqueléticas, o

que pode contribuir para a morte celular e maior dano. O aumento do Ca®* pode ser pelo simples
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influxo extracelular por descontinuidades do sarcolema e/ou pela ativacdo de canais de Ca*
especificos ativados por estiramento [155]. Este influxo pode levar a ativacdo de proteases como
a calpaina e ainda a elevagdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) por disfungdes

em mitocdndria, por exemplo, também elevando a propensao a morte.

O tipo de morte celular das fibras ainda pode ser mais estudado, embora seja um consenso
que a morte necrética seja a principal via [156], a ocorréncia de apoptose ou mesmo autofagia
ndo é clara. Pelo menos em miosites, por exemplo, foi demonstrado que ndo ha niveis relevantes
de apoptose em fibras musculares [157, 158] e isso ocorre devido a um grande aumento na
expressao de moléculas bloqueadoras de apoptose como FLIP e IAP. Certamente uma avaliagdo
sistematica dos diferentes tipos de morte celular que possam ocorrer, ou ndo, nas fibras na DMD
pode revelar alternativas de controle de lesdes primarias destas células. Por esse motivo
iniciamos o estudo da ocorréncia de apoptose (marcacdo por TUNEL) e autofagia (marcagéo de
LC3) nas nossas amostras e observamos que raramente ha células TUNEL" em qualquer musculo
ou idade estudada. Por outro lado, observamos muita marcacdo para LC3, sobretudo em fibras
jovens pequenas aparentemente associadas a infiltrados inflamatdrios, mas também em algumas
fibras adultas. E preciso cautela na interpretacéo destes dados, pois a ativacio da via de autofagia
ndo necessariamente é associada a morte celular, uma vez que é uma via fisiologica que ativa
inclusive transcricdo génica e pode, por exemplo, estar associada a diferenciacdo miogénica e ndo
morte. SA0 necessarios experimentos adicionais in vitro com estimulos brandos de autofagia em
mioblastos e avaliacdo das repostas celulares, se havera morte ou diferenciacéo, por exemplo.

Independente das diferencas dos tecidos musculares e das alteragdes secundarias a perda
da distrofina no processo de morte de fibras musculares, a este processo se segue a infiltragdo
inflamatdria que também é diferenciada em termos de extensdo e cinética. Embora a resposta
inflamatdria cardiaca seja mais branda e muito menos estudada que a resposta esquelética,
ambas sdo caracterizadas por altas concentracdes de células mieldides, incluindo neutréfilos,
eosindfilos, mastocitos e principalmente macrofagos e fibroblastos, de acordo com nossos dados
e a literatura [103, 104, 106, 107, 159].

Dentre as células mieldides, os mastdcitos, em particular, compéem uma das principais
populacdes inflamatorias em diversas doencas cronicas, inclusive a DMD. Ja foi demostrado em
camundongos mdx/mdx que o bloqueio farmacoldgico funcional destas células com cromoglicato
de sddio (um bloqueador de desgranulacdo) aumenta a forca de contracdo muscular e reduz
necrose das fibras [115, 160]. Também ja foi descrito que ha um aumento numérico [103, 161] e

funcional [162] destas células em mdx/mdx em rela¢do aos controles C57BI1/10, provavelmente
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levando & maior lesdo de fibras na distrofinopatia [116]. No presente trabalho, porém, nos
mostramos pela primeira vez alteragbes nas sub populagdes reveladas pela coloracdo especial
que se baseia nos componentes dos granuulos [113]. Observamos que na verdade ha aumento
numeérico total de mastécitos nos musculos esqueléticos de camundongos mdx/mdx. Houve o
aumento destas células no gastrocnémio (média do nimero de células/campo) (C57BI/10 x
mdx/mdx (6 semanas) = 0,3 x 0,5), (C57BI/10 x mdx/mdx (12 semanas) = 0,3 x 0,9), no solear
(C57BI1/10 x mdx/mdx (6 semanas) = 0,5 x 0,9), (C57BI1/10 x mdx/mdx (12 semanas) = 0,6 x 1),
e no diafragma (C57BI/10 x mdx/mdx (12 semanas) = 0,3 x 0,6). H& uma reducdo no diafragma
(C57BI/10 x mdx/mdx (6 semanas) = 1,3 x 0,5), justamente a idade e 0 musculo mais afetado na
doenca. Estes dados nos sugeriram que talvez o simples aumento no nimero destas células nao
seja suficiente para contribuir para uma maior lesdo muscular, mas também a modulacdo de uma
sub populacéo especifica de mastocitos. De fato, utilizando a coloracéo especial nds observamos
que apenas no diafragma de animais de 6 semanas hd uma reducdo de mastocitos de fendtipo
MMC e hibrido quando comparamos com controles C57BI/10. Estes dados indicam uma
complexidade adicional na analise destas células e que sub populacbes especificas devem ser

sempre estudadas em qualquer situacao patoldgica.

Os macrofagos tambem ja foram descritos na DMD como células com potencial
citotoxico sobre fibras musculares, sobretudo porque apds inativacao destas células houve menor
destruicdo de fibras. Embora os mecanismos ndo sejam claros, é possivel que a liberacdo de
niveis mais elevados de ROS e TNF, por exemplo, participem do processo. Além disso, n0ssos
dados sugerem que de fato haja altos niveis de ROS no ambiente muscular, pelo menos cardiaco,
uma vez que observamos diversos corpos lipidicos no citoplasma das células que compdem os

infiltrados.

Observamos ainda raros polimorfonucleares nos musculos esqueléticos estudados atraves
da anéalise morfoldgica e nossos dados estdo de acordo com a maior parte da literatura. Exceto 0s
trabalhos que indicam um nimero mais elevado de neutrofilos em camundongos mdx/mdx por
citometria de fluxo [163] e por histologia [104], ambos do mesmo grupo. Similar ao descrito
para musculos esqueléticos na literatura em geral, observamos principalmente macrofagos e
fibroblastos nos infiltrados inflamatérios dos camundongos mdx/mdx com papel ainda

desconhecido no coracéo.

Interessantemente, observamos no coragdo de camundongos mdx/mdx por microscopia
eletrobnica um perfil de morte de células inflamatérias, aparentemente macrofagos, que se

assemelha a necrose por haver perda de integridade de membrana plasmatica e organelas. Dados

107



muito recentes da literatura estdo esclarecendo o envolvimento do inflamasomo num tipo de
morte celular observado em macréfagos chamado pironecrose que é independente de caspases e
com perfil morfoldgico igual ao que observamos. O inflamasomo é um complexo multiproteico
que pode ser ativado em diversas situacdes infecciosas ou ndo e é considerado um dos resultados
da exposicdo celular a sinais de perigo enddgenos e exdgenos [164]. Diferentes familias de
proteinas participam deste processo e da familia NLP o componente mais conhecido é a NLPR3
(também chamada de criopirina), cuja ativacdo leva a associacdo com a proteina adaptadora
ASC, a qual se liga a pro-caspase 1 para a sua ativacdo e producdo de IL-1p ativa [164].
Atualmente se sabe que a pironecrose é dependente da atividade de NLPR3, ASC, Catepsina B
(uma protease lisosomal) e outros, e que pode ser induzida por exemplo pela infeccdo com
Klebsiella pneumoniae [165] e Neisseria gonorrhoeae [166]. Também se sabe que a pironecrose
€ muito observada em monocitos de pacientes com mutagdes no gene humano que codifica a
NLRP3 (NLRP3/CIAS1), levando a uma sindrome caracterizada por febre periddica chamada
CAPS (CIAS1-associated periodic syndrome) [167]. Em todas as situacdes onde se observa a
pironecrose ha liberacdo de HMGB1 (high mobility group protein B1). Esta proteina tem varias
funcbes em macréfagos, como organizagdo da cromatina e regulacéo da transcri¢do, mas quando
liberada ap6s morte celular tem potente acéo pré inflamatoria possivelmente pela interacdo com
TLRs. Neste momento podemos apenas especular se a morte semelhante a necrose que
observamos no miocardio de mdx/mdx é pironecrose ou ndo, mas independente da via,
certamente a perda de integridade de membrana de leucocitos no tecido estimula ainda mais a

resposta inflamatoria e les6es secundarias nas fibras.

Além das diversas possibilidades de inducdo de lesdo de fibras citadas acima,
principalmente baseadas em células mieldides, é possivel ainda que células linfoides também
exercam atividade citotoxica. Os linfocitos T CD8" sdo descritos como capazes de promover a
patologia nos camundongos mdx/mdx por mecanismos indiretos, como recrutamento de outras
células inflamatdrias, uma vez que a deplecdo dessas células reduziu a concentracdo de outras
células como eosindfilos [104]. Pode haver ainda lesdo por mecanismos diretos dependentes de
contato fisico com a célula alvo e liberacdo de componentes de granulos citotdxicos contendo
perforina [119]. A perforina € uma molécula litica que aparentemente permite a liberacdo de
granzimas endocitadas para o citoplasma da célula alvo, levando a ativacdo de caspases, a propria

atividade semelhante a caspase da granzima B e apoptose [120, 168].
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A participacdo de linfocitos T CD4" na DMD foi avaliada através da deplecdo desse tipo
celular em camundongos mdx/mdx e essa deplecdo reduziu em torno de 60% o dano muscular
[73].

Nossas analises de células linféides por citometria de fluxo no musculo cardiaco e nos
musculos esqueléticos corroboram a idéia de investigar melhor estas sub popula¢bes nos
diferentes musculos. Nossos resultados usando camundongos mdx/mdx de 6 semanas mostraram
um enriquecimento precoce de linfocitos T CD4 e CD8 no coracgdo e um baixo percentual dessas
células nos musculos esqueléticos estudados. Observamos ainda um pico Unico de linfocitos T yd
em 12 semanas no tecido cardiaco. Ainda é desconhecido o papel das células T yd na distrofia
muscular e ndo ha relatos na literatura abordando estas células na DMD. Sabe-se que essas
células participam de doengas infecciosas podendo ter papel regulatrio como na infeccéo por L.
monocytogenes [133] ou atividade citotoxica contra macrofagos peritoneais infectados com
Listeria [134]. Elas também estdo envolvidas em doengas autoimunes como a artrite reumatoide
e poliomiosite idiopatica [169]. Um artigo recente mostra o primeiro caso de cardiomiopatia
dilatada mediada por células T vy e a analise histologica neste trabalho mostrou que a maioria das
células presentes no infiltrado eram células T y5. Diferente de outros casos de cardiomiopatia
dilatada, a terapia com imunossupressor melhorou significativamente a doenca [169]. No modelo
de miocardite induzida por virus Coxsackie B3 a fungdo imunomodulatéria de células T yd fica
bem ilustrada [135]. Neste trabalho foi mostrado que estas células sdo capazes de matar células T
CD4" protetoras (IL-4") mas ndo CD4" consideradas patogénias (IFN-y") através de interacéo
dependente de Fas/Fas-L, enriquecendo o miocardio na populacdo patogénica e aumentando a
miocardite. Embora ainda ndo tenhamos investigado o papel das células T yd no coragdo, é
plausivel sugerir que essas células possam estar influenciando na redugdo de células af no tecido,
uma vez que a reducdo das células T off coincide com o pico das T yd. Esta atividade moduladora
poderia ser por atividade citotoxica direta ou por imunoregulacdo de outra natureza, como por
exemplo através da secrecao de citocinas como IL-10 e TGF-f.

Ha referéncias na literatura a uma populacdo linféide muito menos conhecida de células
CD3 positivas, mas CD4 e CD8 negativas, chamadas de células T duplo negativas (TDN). Estas
células sdo bastante comuns em baco e sangue de camundongos deficientes em Fas ou Fas-L e
também em pacientes com mutagdes nestas moléculas (sindrome autoimune linfoproliferativa —
ALPS). Embora a consequéncia fisiolégica do acumulo destas células ndo seja clara, elas
parecem ser policlonalmente ativadas e tém pouca capacidade proliferativa in vitro [170]. Nosso

grupo publicou recentemente a ocorréncia de células TDN no tecido cardiaco de camundongos
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BALB/c apds a infeccdo com Trypanosoma cruzi [171]. Além disso, neste trabalho foi observado
que células TDN isoladas do tecido de animais gld/gld (deficientes em Fas-L) infectados tém
modulacdo negativa na expressdo de diversas moléculas como LFA-1, ICAM, CD2 e CD69 em
comparacdo aos camundongos BALB/c infectados. Embora também ainda ndo esteja clara a
funcdo destas células na infeccdo, este fendtipo em gld/gld ndo compativel com células
ativadas/memoria, a maior producdo de IL-10 no tecido e a menor miocardite nesses
camundongos infectados sugerem um papel patogénico na infeccdo dependente de Fas/Fas-L.
Outros dados da literatura mostram que células TDN (TCRap") possuem fungdo regulatoria e
desempenham um papel importante no desenvolvimento de tolerancia apds transplantes. Estas
células podem suprimir a resposta de células T contra o doador e prolongar a sobrevida do
enxerto em alguns modelos de transplante [172].

NOs observamos um percentual superior a 40% de células TDN na regido de linfocitos nas
andlises por citometria de musculos esqueléticos de camundongos mdx/mdx de 6 e 12 semanas e
que estas células expressam a molécula CD117. Este achado aumenta ainda mais a complexidade
e o perfil curioso destas células, uma vez que este é o receptor do fator de célula tronco (stem cell
factor — SCF) e ndo seria esperado que fosse expresso em celulas T. Embora ainda ndo tenhamos
avaliado a origem destas células em camundongos mdx/mdx, a inje¢do intratimica de FITC em
camundongos infectados por T. cruzi nos indicou que sdo de origem timica (dados néo
publicados). Muito recentemente foi publicado em camundongos mdx/mdx que de uma populacéo
de 3% de células T encontradas em musculo esquelético, aproximadamente metade era de células
TDN [163]. Foi mostrado ainda que estas células produzem altos niveis de osteopontina, uma
citocina capaz de induzir quimiotaxia de células do sistema imune e sobrevida. Uma das razdes
para a diferenca percentual entre estes e nossos dados pode ser a idade dos camundongos.
Embora estas células TDN tenham sido observadas em animais de 4 semanas e nés comecamos
nossas avaliagdes em animais de 6 semanas, alguns dos nossos dados mostram que mesmo
intervalos pequenos podem levar a diferencas significativas. Uma outra possibilidade pode ser a
regido de analise dos graficos de citometria. Nossa analise foi feita considerando apenas a regiao
de linfocitos enquanto que no artigo citado os pesquisadores consideraram toda a regido do
gréafico onde havia células vivas.

De uma forma geral, ainda é necessario aprimorar o estudo da relevancia individual das
populacdes celulares encontradas no cora¢do e nos musculos esqueléticos em diferentes idades. A
eventual eficacia de futuros tratamentos, exclusivos ou complementares, baseados na resposta
imunolégica da DMD pode depender da identificacdo de cada tipo celular, bem como da

compreensdo profunda de seus mecanismos funcionais na patologia. Células inflamatdrias podem
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desempenhar potencialmente diferentes papéis no processo da doenca, incluindo: promocao de
necrose e fibrose, imunomodulagdo ou mesmo promocgdo do reparo muscular [163]. Diversos
trabalhos ja demonstraram que intervengdes experimentais in vivo que reduzem ou inibem
diferentes tipos de células imunoldgicas podem reduzir a patologia muscular no camundongo
mdx/mdx como: deplecdo de células T CD8", células T CD4", macrdfagos, eosindfilos,
neutréfilos e inibicdo de mastdcitos. Estes estudos suportam uma importancia muito grande do
sistema imune como um fator que pode agravar a distrofia muscular e sugerem que as
intervencdes que tém por alvo essas células podem fornecer beneficios terapéuticos. Certamente
estabelecer um padrdo de comparacdo dos diferentes tipos celulares encontrados em diferentes
tipos de masculo pode ser um caminho para se entender por que um musculo pode ser mais
afetado do que outro na DMD e como reverter 0 processo.

Como dito anteriormente, 0s estagios iniciais da doenca sdo caracterizados por inimeros
focos de mionecrose que progridem para repetidos ciclos de degeneracdo. Este fato exaure a
capacidade regenerativa das CS e afeta o musculo diafragma e o coracdo de forma
irreversivel, levando a morte por faléncia cardiorrespiratoria [173]. Desta forma, além de
estudar os mecanismos primarios de morte de fibras e resposta inflamatdria, é necessario
estudar também os mecanismos e populacgdes celulares envolvidas na regeneracéo do tecido.

Células progenitoras Sca-1" estdo presentes tanto no coragdo como nos musculos
esqueléticos e sdo capazes de se diferenciar em células musculares [68]. Observamos
diferentes populacdes de células Sca-1" nos musculos estudados e variagbes dos seus
percentuais em diferentes tempos da doenca. Nos musculos esqueléticos observamos uma
populacdo Sca-1*/CD37/Mac-1/CD197/B220/CD117" enquanto que no cora¢do encontramos
diferentes fenotipos de células Sca-1" como: B220°/CD117 em 6 semanas, B220"/CD117"
em 12 semanas e células B2207/CD117" em 24 e 48 semanas. Embora células Sca-1" tenham
capacidade regenerativa descrita, ainda ndo sabemos se essas células identificadas em nossos
estudos de fato se diferenciam ou se apenas liberam fatores que contribuem para a
regeneracao ou fibrose. Além disso, mesmo que se diferenciem é necessario se estabelecer se
ha diferenciacdo em fibras musculares. Sdo necessarios, por exemplo, experimentos de
transferéncia adotiva dessas células marcadas com tracadores para avaliar se elas estdo dando
origem a fibras musculares.

Ensaios clinicos em doencas cardiovasculares utilizando principalmente células
derivadas de medula Ossea e mioblastos esqueléticos sugerem que a geracdo de
cardiomidcitos é baixa e 0s mecanismos de acdo predominante dessas células transplantadas

envolvem efeitos paracrinos, onde a secrecdo de fatores produzidos pelas células tronco seria
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o0 principal mecanismo responsével pelos efeitos benéficos [174, 175]. Em modelos animais
de infarto do miocérdio ainda ndo se sabe 0s mecanismos responsaveis pela regeneracéo
tecidual e melhora funcional com injecdo de células tronco [176]. Em 2006, Gnecchi propds
que o efeito resultante da terapia com células tronco ocorre através de um mecanismo de agao
de uma proteina chamada AKT-1 que controlaria vias de sinalizacdo que poderiam acarretar
em diminui¢do da morte celular e aumento da proliferacdo de células progenitoras cardiacas
[177]. Por outro lado, a injecdo de mioblastos, por exemplo, para regeneracdo de musculos
esqueléticos por via intravenosa ou intraperitoneal normalmente leva ao seu acimulo em
chamados 6rgdos de filtracdo como figado e bago. Contudo, certamente o melhor método para
restaurar o musculo esquelético danificado seria através do transplante de células miogénicas,
preferencialmente produtoras de distrofina. CS e mioblastos ja foram utilizados em ensaios
clinicos em DMD, no entanto os resultados desses estudos ndo tém sido muito encorajadores,
pois poucos mioblastos ou CS sobrevivem e proliferam ap6s o transplante [178]. Em contraste
com as SC que facilmente podem se diferenciar em miocitos em cultura, células tronco
adultas comportam-se de maneira diferente e podem exigir mais sinais para iniciar a cascata
de diferenciacdo miogénica [179]. O transplante de células tronco derivadas de medula 0ssea
ou a linhagem MDSC tiveram uma capacidade regenerativa limitada e os camundongos
distroficos ndo tiveram muita melhora. Isto pode ser explicado também pelo fraco
recrutamento dessas células tronco para o masculo distrofico [69]. Uma melhor compreenséo
da natureza dos fatores responsaveis pela migracdo celular para os musculos e sua
diferenciacdo sera inestimavel na tentativa de melhorar a terapia de células tronco para
doencas musculares.

Nossos dados de imunohistoquimica também mostram a presenca de células progenitoras
e CS nos diferentes musculos esqueléticos estudados. Interessante € que o percentual desses dois
tipos de células varia de acordo com a idade e com o masculo estudado. Parece haver um perfil
de ativacdo dessas células relacionado com o grau de dano do tecido, uma vez que por exemplo
o musculo diafragma € considerado o mais afetado enquanto que o solear € um dos menos
afetados. Através de nossos dados pudemos observar que mioblastos ativados marcados com
NCAM estdo presentes no muasculo solear com 2 semanas, enquanto que no diafragma essas
células so aparecem com 12 semanas de idade. Com relagdo as células Sca-1" observamos uma
quantidade muito maior no masculo diafragma (acima de 2000 células/mm?) do que no musculo
solear (300 células/mm?) na idade de 12 semanas. A idade de 12 semanas é considerada a fase
regenerativa da doenca, mas nossa analise histolégica mostra que os diferentes musculos

estudados estdo em diferentes estagios neste periodo. Através da nossa analise do percentual de
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area observamos um predominio de &rea regenerativa no musculo gastrocnémio e solear, mas no
musculo diafragma o percentual de &rea inflamatoria ainda é muito extenso. E interessante
associar a presenca de células tronco com o perfil do musculo observado. O diafragma, que
apresenta intensa inflamacdo e fibrose no decorrer da patologia, apresenta um grande nimero de
células Sca-1" e ativacdo de células satélites somente com 12 semanas de idade. Estudos com
camundongos Sca-17" mostraram que esses animais tiveram dificuldade no processo de
regeneragdo muscular, desenvolvendo fibrose logo apds a lesdo. Neste trabalho, os autores
sugerem que a auséncia de Sca-1 reduz a atividade de metaloproteases [68]. Esses dados
corroboram com nossas observagdes sobre 0 aumento de células Sca-1 associado ao aumento da
atividade MMP-9 nos diferentes masculos esqueléticos no periodo de regeneragdo. Em um
modelo de lesdo muscular por esmagamento, 0 musculo solear apresentou uma extensa fibrose
comparada com o musculo extensor longo digitiforme, o que foi correlacionado com uma
reducdo da atividade MMP-2 [180]. A reducédo da atividade das MMPs foi ainda previamente
correlacionada com aumento da fibrose no musculo esquelético [68]. Além disso,
metaloproteases (MMPSs) tém sido descritas como importantes na migracdo de células tronco
para 0s pontos de dano e remodelamento na regeneracdo. Na verdade, observamos que a
atividade de MMP2, que é constitutiva dos musculos, é alta em animais ainda com muito poucos
sinais da doenga, mas ha uma alteracdo nesse perfil e animais de 8 semanas com
mionecrose/inflamacdo passam a ter mais atividade MMP9. O diafragma mais uma vez €
diferenciado e em todas as idades teve alta expressao de MMP2, podendo correlacionar também
com a maior lesdo. Um outro possivel resultado da ativacdo de MMPs no musculo seria a
clivagem e liberacdo de fatores de crescimento a partir da protedlise de componentes da ECM.
Estes fragmentos sdo sinais cripticos, os quais sdo fragmentos normalmente ndo expostos na
molécula integra, mas que sdo liberados apds digestdo por MMPs. Por exemplo, a clivagem da
cadeia y2 de laminina expde um sitio que promove a migracao de células epiteliais e fragmentos
de colageno e laminina tém diversas implicacGes na ativacdo de células tumorais e migracdo na
formacdo de metastases através de receptores como de EGF (fator de crescimento epidermal)
[181-183].

Todos os aspectos inflamatérios e de regeneracdo discutidos no presente trabalho sofrem
grande influéncia dos niveis e perfil de citocinas localmente produzidos e este € um aspecto
muito importante na avaliacdo de qualquer doenca crdnica. Embora estejamos concluindo os
experimentos de andlise do perfil de citocinas, observamos um aumento de TNF e IFN-y em

animais de 6 semanas e principalmente de 12 semanas no musculo diafragma e miocardio (ap6s
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perfusdo) e no sangue de mdx/mdx. Esse aumento coincide com a grande atividade inflamatdria
observada e com o aumento da atividade de MMP9, células em regeneracio NCAM™ e células

progenitoras Sca-1", por exemplo.

Todos estes resultados demostram a complexidade da doenca e a importancia do estudo
das diferencas do microambiente e dos diferentes tipos celulares encontrados nos musculos
esqueléticos e cardiaco. Estabelecer um padrdo de comparacgdo das diferencas observadas, pode

ser um bom comeco para o estabelecimento de terapias complementares mais eficientes.
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5 CONCLUSOES

1- O coragdo apresenta lesdes inflamatdrias de menor gravidade que o tecido esquelético
nas idades estudadas;

2-  Existe uma cinética especifica de migracdo de células linféides, mieléides e progenitoras
hematopoiéticas para os diferentes tecidos, cujas funcbes ainda devem ser exploradas;

3- O perfil de regeneracdo evidenciado pela marcacdo de células satélites/mioblastos
ativados com NCAM e Sca-1 nos musculos esqueléticos mostrou um padrdo diferenciado

entre os diferentes musculos estudados nas diferentes fases da miopatia;

4- A avaliacdo de mastocitos na DMD ndo deve se restringir a quantificacdo, mas também
levar em conta as sub populacdes destas células que podem modular de forma diferenciada a

progressao da doenca;

5- Nossos parametros inflamatorios baseados na atividade de MMPs, quantificacdo de
citocinas, avaliacdo de mastdcitos e outras celulas linféides e mieldides, por exemplo,
mostram que a idade de 12 semanas no camundongo mdx/mdx € uma fase muito ativa da
doenca. Esta fase pode ser utilizada como um bom modelo para estudos de possiveis terapias

imunomodulatorias;

6- Nossos dados indicam que ha diferentes padrdes de morte de fibras musculares na DMD.
Observamos poucas células em apoptose, mas altos niveis de indicadores de necrose e,

sobretudo, a ativacdo de autofagia em mioblastos ativados e fibras maduras.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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