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RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO 

Cristiane Bani Corrêa 

 

A distrofia muscular do tipo Duchenne (DMD) é uma miopatia inflamatória fatal ligada ao 

cromossomo X causada pela não expressão ou expressão truncada da distrofina em células 

musculares esqueléticas e outros tipos celulares. Os primeiros sinais de deficiência motora 

aparecem logo na primeira infância e a morte dos pacientes é em torno da segunda década de 

vida por insuficiência cardiorespiratória. O camundongo mdx/mdx, um modelo da DMD, 

mostra, assim como humanos, padrões distintos de inflamação, regeneração e fibrose entre os 

músculos esqueléticos e o cardíaco por razões ainda pouco conhecidas. Assim, buscamos 

avaliar as alterações na infiltração inflamatória por células mielóides e linfóides, migração de 

células progenitoras e os microambientes esquelético e cardíaco como um todo, tentando 

relacionar com a progressão da doença em camundongos mdx/mdx. A infiltração inflamatória 

em todos os tecidos foi principalmente composta de macrófagos, porém, apenas nos 

infiltrados cardíacos estas células apresentam um padrão de morte semelhante à necrose que 

pode afetar a progressão das lesões no tecido. A avaliação de mastócitos revelou que apenas o 

aumento numérico destas células na distrofinopatia não justifica maior lesão e que o fenótipo 

de sub populações também deve ser avaliado. Observamos poucas células T nos tecidos mas 

há sub populações peculiares em diferentes idades e tipos de músculos. Há um 

enriquecimento precoce de células CD4 e CD8 no coração (6 semanas de idade) que diminui 

de forma concomitante ao aumento de um pico único de linfócitos T  (12 semanas). Já no 

tecido esquelético observamos uma população CD3
+
/CD117

+
/CD4 e CD8 duplo negativa com 

função ainda desconhecida. Encontramos uma população de células progenitoras Sca1
+
/Mac1

-

/CD4
-
/CD8

-
 no coração e a análise fenotípica desta população com relação à expressão 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 músculos 

esqueléticos observamos uma única população de células Sca-1
+
/CD3

-
/Mac-1

-
/CD19

-
/B220

-

/CD117
+ 

em 6 e 12 semanas. A análise da regeneração de fibras jovens pela expressão de 

NCAM mostrou um aumento de células NCAM
+
 no músculo solear de 2 semanas, no 

gastrocnêmio em 12 semanas e no diafragma com 24 semanas. Sugerindo um processo de 

regeneração mais precoce para o músculo menos afetado e mais tardio para mais acometido. 

Além disso, metaloproteases (MMPs) têm sido descritas como importantes na migração de 

células tronco para os pontos de dano e remodelamento na regeneração. Na verdade 

observamos que a atividade de MMP2, que é constitutiva dos músculos, é alta em animais 

ainda com muito poucos sinais da doença, mas há uma alteração e animais de 8 semanas com 

mionecrose/inflamação passam a ter mais atividade MMP9. O diafragma mais uma vez  se 

mostrou diferente, e em todas as idades teve alta expressão de MMP2, podendo correlacionar 

também com a maior lesão. Houve ainda um aumento de citocinas inflamatórias como TNF-

e IFN-γ nos músculos esqueléticos e sangue no período de 6 e 12 semanas, mas não IL-10 

por exemplo. Esses resultados ilustram a complexidade da doença e indicam que compreender 

melhor os microambientes musculares pode levar a alternativas terapêuticas futuras. 
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ABSTRACT 

 

TESE DE DOUTORADO 

Cristiane Bani Corrêa 

 

 

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  

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 

Sca1
+
/Mac1

-
/CD4

-
/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

-
/CD19

-
/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-  and IFN-γ 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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Lista de abreviaturas 

 

APC.............................. Célula apresentadora de antígeno 

BMD............................. Distrofia muscular do tipo Becker 

CMD..............................Distrofia muscular congênita 

CK…………………… Creatina quinase 

CS……………………. Células satélites 

CTL………………….. Linfócito T citotóxico 

CTMC………………....Mastócito de tecido conjuntivo 

CT…………………… Células tronco 

CVB…………………. Vírus Coxsackie do tipo B 

DGC………………..... Complexo de glicoproteínas associadas à distrofina 

DMD…………………. Distrofia muscular do tipo Duchenne 

ECM…………………...Matriz Extracelular 

ESL-1………………… Ligante de E-selectina 

FLIP................................Proteína inibidora tipo FLICE 

GlyCAM-1…………… Molécula de adesão celular dependente de glicosilação  

HEV………………….. Vênula endotelial alta 

IAP................................. Proteína inibidora de apoptose 

ICAM............................ Molécula de adesão intercelular 

ICOS............................. Molécula co-estimulatória induzida 

ICOSL........................... Ligante da molécula co-estimulatória induzida 

IFN- ............................. Interferon-  

JAM............................... Molécula de adesão juncional 

LFA............................... Antígeno associado à função de linfócitos 

LGMD............................Distrofia muscular de membros e cinturas 

LPS................................ Lipopolissacarídeo 
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MAdCAM-1.................. Molécula de adesão celular a adressinas de mucosa 

MDSC............................Célula tronco derivada de músculo 

MHC............................. Complexo de histocompatibilidade principal 

MMC…………………..Mastócito  mucoso 

MMP…………………..Metaloprotease 

NCAM........................... Molécula de adesão celular neural 

nNOS............................ Óxido nítrico sintase neuronal 

NO................................ Óxido nítrico 

PAF.............................. Fator de ativação de plaquetas 

PCLP............................ Proteina semelhante à podocalixina 

PECAM-1..................... Molécula de adesão celular de plaquetas/endotélio do tipo 1 

PSGL-1........................ Glicoproteina ligante de P-selectina do tipo 1 

ROS..............................Espécies reativas de oxigênio 

Sca-1..............................Antígeno 1 de células tronco 

SP…………………… Side Population 

TCR.............................. Receptor de célula T 

TGF- .......................... Fator de transformação do crescimento do tipo  

TNF- .......................... Fator de necrose tumoral-  

VCAM.......................... Molécula de adesão celular vascular 

VLA-4.......................... Antígeno de expressão tardia-4 

XLDC........................... Cardiomiopatia dilatada ligada ao X 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Características gerais da distrofia muscular do tipo Duchenne 

 

A distrofia muscular do tipo Duchenne (DMD) é uma miopatia inflamatória 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 mutações em humanos envolve ampla 

deleção no locus Xp21[2], o que determina alteração na expressão da isoforma de 427kDa da 

proteína distrofina nas células musculares esqueléticas estriadas e outros tipos celulares [3-5]. A 

ausência ou alteração da proteína distrofina resulta na perda de conexão entre o citoesqueleto e a 

matriz extracelular tornando a fibra musuclar mais suceptível à lesão [6]. 

As alterações clínicas são evidentes ainda na primeira infância, em crianças com quatro a 

cinco anos de idade. A perda da capacidade de deambular ocorre entre oito a dez anos de idade e 

a evolução para o óbito em torno da segunda década de vida, geralmente devido à insuficiência 

cardíaca e/ou respiratória [7].  

O músculo esquelético é o mais severamente afetado na doença, com o acometimento 

cardíaco sendo observado atualmente com maior freqüência devido ao aumento da sobrevida dos 

pacientes pela melhoria de algumas intervenções terapêuticas [8]. A disfunção no músculo liso 

ainda é controversa, porém, há algumas evidências de alterações também neste tipo muscular. As 

características histológicas do músculo distrófico no início da doença são os inúmeros focos de 

mionecrose, levando a altos níveis da enzima creatina quinase no sangue, intenso infiltrado 

inflamatório e miofibras hipertróficas. Os ciclos repetidos de degeneração esgotam a capacidade 

regenerativa das células satélites, e mecanismos fibróticos causam a substituição progressiva do 

tecido muscular contrátil por tecido fibroso [9]. Ainda não existe uma terapia curativa para os 

portadores da DMD, apenas tratamentos paliativos sintomáticos associados a fisioterapia e/ou 

cirurgia ortopédica para aliviar a escoliose [10]. O uso de glicocorticóides apenas melhora os 

sintomas da DMD [11] e estudos recentes indicam como estratégias promissoras as terapias 

genética, celular e farmacológica [2, 10, 12, 13].  
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1.2 Características gerais do tecido muscular esquelético e cardíaco  

 

1.2.1 Músculo esquelético 

O tecido muscular esquelético é um tecido complexo formado por muitos tipos celulares e 

a miofibra esquelética é a célula cuja função primária é gerar força e induzir movimento 

voluntário. As miofibras são células multinucleadas que se formam a partir da fusão de 

precursores de mioblastos durante o desenvolvimento embrionário e também após lesões durante 

a vida adulta. As miofibras fazem ainda ligações íntimas com a lâmina basal da matriz 

extracelular através de um complexo de proteínas no sarcolema que se associa às proteínas do 

citoesqueleto como actina/miosina e aos filamentos intermediários. Este complexo, do qual a 

distrofina faz parte (ver ítem 1.4), permite tanto a manutenção da integridade do sarcolema, como 

a transdução de sinais do ambiente e auxilia na organização das estriações das miofibras. As 

estriações são formadas pela repetição de unidades iguais, os sarcômeros, os quais são formados 

pela região da miofibrila compreendida entre duas linhas Z sucessivas e uma banda A separando 

duas semibandas I (Fig 1). Estas são constituídas de filamentos de actina e filamentos grossos de 

miosina dispostos longitudinalmente. Essa organização é mantida por diversas proteínas, como a 

desmina que liga as miofibrilas umas às outras e a distrofina que liga os filamentos de actina às 

proteínas integrais da membrana plasmática [14, 15].  

 O sistema de túbulos transversos (sistema T) é responsável pela contração uniforme de 

cada fibra muscular esquelética. Este sistema é constituído por uma rede de invaginações 

tubulares da membrana da fibra muscular (sarcolema), cujos ramos envolvem as junções das 

bandas A e I de cada sarcômero. Em cada lado do túbulo T existe uma expansão do retículo 

sarcoplasmático e este complexo, formado por um túbulo T e duas expansões do retículo 

sarcoplasmático, é conhecido como tríade. Na tríade, a despolarização dos túbulos T é 

transmitida ao retículo sarcoplasmático para liberação de Ca
++ 

para a contração [16](Fig 1).  
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Figura 1: Tecido muscular esquelético. A: Sistema de tubulos T dentro de uma fibra muscular 

(adaptado de Mcardle, 2003); B: Corte transversal de músculo esquelético visto em microscópio 

óptico (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 músculos esqueléticos envolve as principais estruturas 

do tecido, que são: o epimísio, que recobre todo o músculo; o perimísio, recobrindo os fascículos 

que são feixes de fibras musculares; e o endomísio, que envolve individualmente cada fibra 

muscular. Essa disposição do tecido conjuntivo mantém as fibras musculares juntas e permite 

certa liberdade de movimento entre elas. Esses revestimentos se prolongam do músculo até os 

tendões que são ricos em colágeno, cuja função é fixar o músculo ao osso. O tecido conjuntivo 

também está presente revestindo os vasos e nervos que irrigam e inervam os músculos (Fig  2). 

A 

B C 

http://www.efoa.br/academico/material/CB/Histologia/Musculo%20esqueletico%202.jpg
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Figura 2: Corte transversal das estruturas do músculo esquelético e arranjo dos seus 

revestimentos de tecido conjuntivo (adaptado de Mcardle, 2003). 

 

1.2.2 Músculo cardíaco 

O músculo cardíaco é constituído por células alongadas e intimamente interligadas que 

apresentam estriações transversais. Porém, ao contrário das fibras esqueléticas, as fibras 

cardíacas possuem apenas um ou dois núcleos centralmente localizados. As fibras cardíacas 

também são revestidas por uma bainha de tecido conjuntivo, equivalente ao endomísio do 

músculo esquelético, que contém uma abundante rede de capilares sanguíneos. Uma 

característica do músculo cardíaco é a presença de discos intercalares, os quais são complexos 

juncionais encontrados entre as células musculares (Fig 3). Nos discos intercalares encontram-se 

três especializações juncionais principais: zônula de adesão, desmossomos e junções 

comunicantes (Gap junctions) que permitem a contração sincronizada do músculo.  
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Figura 3: Corte longitudinal de músculo cardíaco corado com hematoxilina e eosina.  A seta indica um 

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

 

 O padrão de estriações das fibras musculares estriadas cardíacas é idêntico ao das fibras 

musculares estriadas esqueléticas, incluindo a alternância entre bandas I e A. Cada sarcômero 

possui a mesma estrutura básica que seu equivalente na fibra muscular esquelética; 

consequentemente, o modo e o mecansimo de contração são virtualmente idênticos nos dois tipos 

de tecidos. Entretanto, várias outras diferenças principais devem ser notadas, sobretudo no 

retículo sarcoplasmático, na organização e quantidade dos túbulos T, no suprimento de Ca
2+

 do 

tecido cardíaco, nos canais de íons no sarcolema e na duração do potencial de ação. No músculo 

cardíaco o sistema T e o retículo sarcoplasmático são organizados de forma diferente em relação 

ao esquelético e as tríades não são tão freqüentes nas células cardíacas. Ao contrário das tríades, 

são observadas díades, constituídas por um túbulo T e uma expansão do retículo sarcoplasmático 

[17]. Diferente das fibras esqueléticas, onde as tríades estão localizadas nas interfaces entre as 

bandas A-I, as díades das fibras musculares cardíacas estão localizadas ao nível da linha Z. Além 

disso, os túbulos T das fibras cardíacas têm um diâmetro quase duas vezes e meia maior do que o 

diâmetro dos túbulos T do músculo esquelético e são revestidos por uma lâmina externa [17].   

 O músculo cardíaco mantém seu próprio rítmo através da despolarização e repolarização 

espontânea de uma pequena região de tecido neuro-muscular especializado denominado nódulo 

sinoatrial (nódulo SA). Sendo assim, os sinais eletroquímicos se originam normalmente no 

nódulo SA e se propagam através dos átrios até o nódulo atrioventricular (nódulo AV). Ocorre 

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

https://webmail.ioc.fiocruz.br/exchweb/bin/redir.asp?URL=http://cytochemistry.net/Cell-biology/Medical/practice_practical_muscle.htme
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permitindo que os mesmos se contraiam e impulsionem o sangue para os ventrículos. O nódulo 

AV dá origem ao feixe de His que, por sua vez, transmite o impulso através dos ventrículos por 

intermédio do sistema de Purkinje. Cada célula ventricular é estimulada dentro de 

aproximadamente 0,06 segundo após a penetração do impulso dentro dos ventrículos, permitindo 

uma contração unificada e simultânea de ambos os ventrículos [18, 19].  

Além das diferenças histológicas e fisiológicas já citadas entre o músculo esquelético e o 

cardíaco, há também um padrão diferenciado de expressão da distrofina em ambos os músculos. 

No músculo esquelético a distrofina é concentrada na região do costâmero, já no cardíaco ela está 

uniformemente distribuída ao longo do sarcolema [20]. Essa variação, juntamente com as demais 

diferenças observadas entre os dois músculos, provavelmente faz com que esses dois tipos 

musculares sejam diferentemente afetados nas distrofinopatias. 

 

1.3 Contração muscular e tipos de miofibras  

A interação entre as moléculas de miosina e actina está associada à hidrólise de ATP.  A 

miosina, como tem um sítio para unir-se ao ATP, comporta-se como uma ATPase e a actina 

como um ativador. Desta forma, a energia da hidrólise do ATP é convertida em trabalho 

mecânico para a contração muscular [21, 22]. 

 Os músculos esqueléticos de mamíferos 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 diferença dos tipos de miosina.  

A molécula de miosina é formada por duas cadeias pesadas e dois pares regulatórios de 

cadeia leve. A cadeia pesada de miosina (MHC) é uma das principais proteínas sarcoméricas e 

tem sido usada como um marcador de diferenciação de células musculares, que junto com outras 

proteínas estruturais forma as primeiras estruturas do sarcômero [23-25]. No músculo esquelético 

de mamíferos são encontradas sete isoformas de MHC, quatro dessas no músculo esquelético 

adulto e uma adicional predominando no músculo cardíaco [26].  

Os diferentes tipos de fibras musculares funcionam basicamente de modo semelhante. 

Contudo, os músculos não contêm fibras com as mesmas capacidades metabólicas e funcionais 

[27]. As fibras musculares esqueléticas são classificadas em dois grupos (Tabela 1): tipo I ou 

fibras de contração lenta e tipo II ou fibras de contração rápida que se distinguem por 

propriedades fisiológicas e bioquímicas. Logo, a composição da fibra muscular determina a 

velocidade de contração e a fadiga de um músculo esquelético em particular [22]. As fibras de 

contração tipo II se subdividem nos grupos A, B e C, sendo que o subgrupo A é mais oxidativo e 

o subgrupo B mais glicolítico. O subgrupo C representa um grupo de células indiferenciadas [27-
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29]  que, dependendo do estímulo (e.g. fatores hormonais, químicos e neurais) [30], pode assumir 

características dos subtipos A ou B.  

 

Tipos de fibra Fibras tipo I Fibras tipo IIA Fibras tipo IIB 

Tempo de contração Lenta Rápida Muito rápida 

Tamanho do neurônio motor Pequeno Grande Muito grande 

Resistência à fadiga Alta Intermediária Pequena 

Produção de força Lenta Alta Muito alta 

Densidade de mitocôndria Alta Alta Pequena 

Densidade de capilares Alta Intermediária Pequena 

Capacidade oxidativa Alta Alta  Pequena 

Atividade miosina-ATPase Baixa Alta  Alta 

Capacidade glicolítica Pequena Alta  Alta  

Estocagem de energia    Triglicerídeos    CK, Glicogênio CK, Glicogênio 

  

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

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

 

As fibras vermelhas (isoforma tipo I), assim chamadas pela grande quantidade de 

mioglobina, têm contração mais lenta. Além disso, possuem uma grande quantidade de 

mitocôndrias e suprimento capilar, o que permite um perfil favorável ao metabolismo oxidativo 

(fibras oxidativas), resistência à fadiga e atividades longas e repetitivas. Miofibras com a 

isoforma tipo IIA em transição apresentam características comuns aos tipos I e IIB. Miofibras 

brancas (tipo II) possuem menos mioglobina e mais ATPase, o que propicia uma contração mais 

rápida com utilização de muito mais energia que as vermelhas, devido ao grande estoque de 

fosfocreatina e glicogênio. Isto permite uma maior adaptação ao metabolismo anaeróbio 

glicolítico, porém maior propensão à fadiga [31]. Contudo, aparentemente ambos tipos de 

miofibras apresentam alto índice metabólico oxidativo devido ao conteúdo elevado de 

mioglobina e mitocôndrias de uma forma geral [27]. Na fase precoce da regeneração, todas as 

fibras indiferenciadas são do tipo IIC, e podem se diferenciar em fibras do tipo I após 3 semanas 

ou tipo II após 4 semanas [29]. 

Os músculos são constituídos por uma mistura de aproximadamente 50% de fibras de 

contração lenta e 50% de fibras de contração rápida. No entanto existem músculos específicos 

http://www.brianmac.demon.co.uk/muscle.htm
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que são considerados como predominantemente do tipo I ou II [22]. O músculo solear apresenta 

de 25 a 40% mais fibras de contração do tipo I, enquanto que o tríceps contém de 10 a 30% a 

mais de fibras do tipo II. De uma forma geral, os músculos anti-gravitacionais contêm maior 

proporção de fibras do tipo I.  

Em camundongos distróficos, a proporção de tipos de fibras varia entre os músculos e 

entre os estágios da doença. No músculo gastrocnêmio, por exemplo, a fibra do tipo IIA é a mais 

abundante durante o curso da doença [32]. No músculo diafragma de cães distróficos, o número 

de fibras do tipo I aumenta enquanto que as fibras do tipo IIA diminuem em animais com idade 

acima de seis meses [33]. 

1.4 Complexo distrofina e importância do microambiente muscular  

 A distrofina é a proteína mais abundante da fibra muscular, pertence à superfamília das 

espectrinas, tem 427 kDa de peso molecular e forma quatro domínios funcionais (Fig 4). O gene 

da distrofina é o maior descrito em humanos e 99% do gene da distrofina é constituído de introns 

e a seqüência codificante é 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, três isoformas completas que possuem o mesmo número de exons, mas são 

derivadas de três promotores independentes no cérebro, músculo e neurônios cerebelares de 

Purkinje [4, 36]. Uma isoforma adicional em linfócitos 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 exclusão de alguns exons do 

transcrito primário ou pela subversão da ordem dos exons [39, 40].  

 A distrofina apresenta localização interna no sarcolema, formando uma trama associada a 

um complexo de glicoproteínas (DGC) constituído pelas distroglicanas, sarcoglicanas, 

sintrofinas, distrobrevinas, sarcospan e actina [41]. O domínio N-terminal com 336 aminoácidos 

permite a ligação à actina; um domínio com 24 unidades de repetições longas constituído de 

segmentos de tripla-hélice com 88 a 126 aminoácidos; um domínio com 135 aminoácidos rico 

em cisteína que se liga às proteínas do sarcolema e o domínio C-terminal com 320 aminoácidos 

com sítios de ligação para sintrofina e distrobrevina [42]. 

Dentre os componentes do DGC está a distroglicana, que é o principal componente do 

complexo e está envolvida em uma variedade de processos celulares como a estabilização do 

sarcolema e agrupamento dos receptores de acetilcolina [43]. Além disso, sua expressão está 

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

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

 As fibras musculares interagem intimamente com a matriz extracelular (ECM), a qual 

consiste num suporte mecânico para a coordenação da força de contração e fonte de sinais 

bioquímicos que mantêm as funções celulares normais. Assim, a ECM é constituída por uma 

variedade de moléculas com propriedades bioquímicas e biofísicas que formam uma rede 

dinâmica de integração celular e macromolecular.  

 A ECM participa como estrutura para adesão celular mediada por integrinas, 

distroglicanas, proteoglicanas e os receptores de tirosina quinase presentes na superfície celular. 

A interação entre a ECM e moléculas de adesão leva à sinalização intracelular que culmina com 

ativação celular e alteração no citoesqueleto. Por exemplo, as proteoglicanas com suas cadeias de 

glicosaminoglicanas permitem interações prolongadas com fatores de crescimento presentes no 

microambiente. Além disso, a expressão elevada da integrina α7β1 em camundongos com 

distrofinopatia leva à redução dos sintomas, mostrando a importância da interação da ECM com 

seus ligantes [44]. 

 

Figura 4: Complexo distrofina-glicoproteínas. 

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

 

A formação do complexo DGC é crucial para a ligação da matriz extracelular com o 

citoesqueleto [2]. Como dito anteriormente, atualmente acredita-se que todo esse complexo, além 

do suporte estrutural, participe na transdução de sinais provenientes da interação da fibra 
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muscular com a matriz extracelular [41]. A organização desse complexo é essencial para a 

integridade da fibra muscular e estabilidade do sarcolema.  

A deficiência de distrofina e de outras proteínas do complexo DGC resulta em diferentes 

tipos de distrofias musculares em várias espécies animais [5, 45-47]. Mutações no gene promotor 

da distrofina podem bloquear a transcrição dessa molécula no músculo cardíaco levando à 

cardiomiopatia ligada ao X [48]. Já mutações em regiões codificantes distintas podem promover 

distrofia muscular de Duchenne ou distrofia muscular de Becker (Fig 4) [49]. Mutação nos genes 

que codificam as sarcoglicanas causa as distrofias musculares da cintura e membros (LGMD) 

enquanto mutação no gene da merosina causa distrofia muscular congênita (CMD) [50]. A perda 

de distrobrevinas causa distrofia muscular em camundongos e defeitos em outras proteínas 

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

 

1.5 Camundongos mdx/mdx  

 O camundongo mdx/mdx, um mutante da colônia de C57BL/10ScSn, foi identificado 

pelos altos níveis da enzima creatina quinase no soro e patologia semelhante à DMD humana [46, 

51, 52]. O camundongo mdx/mdx  apresenta uma mutação espontânea no códon 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 

regeneração evidenciada pela freqüente expressão de fibras com a isoforma da cadeia pesada da 

miosina fetal e por fibras com nucleação central [54]. Essa fase de degeneração é acompanhada 

por hipertrofia muscular transitória. Embora ocorra um processo contínuo de degeneração e 

regeneração em níveis 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 infiltração inflamatória, 

perda de fibras musculares e alta deposição de colágeno [56], levando à degeneração progressiva 

semelhante à que ocorre nos músculos de pacientes com DMD [56, 57].  

A doença do camundongo mdx/mdx é parcialmente amenizada pela reversão da expressão 

de distrofina no tecido muscular e pela substituição parcial da distrofina pela proteína homóloga 

utrofina [58]. Sendo assim, camundongos duplo-deficientes em distrofina e utrofina 

(mdx/mdx/utrn
-/-

) também são utilizados como modelos de estudo [59]. Estes animais apresentam 

um fenótipo bastante severo da doença, semelhante ao observado em humanos. Ao contrário 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 limitações no estudo da DMD pela 

progressão diferenciada da doença, estes animais são ferramentas importantíssimas na pesquisa, 

pelo fácil manuseio e pelas semelhanças genéticas e na resposta inflamatória. Um dos aspectos 

mais relevantes do estudo da DMD é a avaliação de mecanismos de indução e controle da 

resposta inflamatória crônica, tanto em humanos como em modelos experimentais. 

Provavelmente, a regulação inflamatória é um evento chave no controle da progressão da doença 

e na elaboração de futuras propostas terapêuticas. 

 

1.6 Diferenciação e regeneração do tecido muscular 

 A formação ou regeneração do tecido muscular tem início na diferenciação de células 

precursoras específicas que se formam a partir de células tronco (CT) mais indiferenciadas, 

embrionárias ou adultas [55]. A medula óssea 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 após transplante, em uma variedade de linhagens, incluindo 

músculo esquelético, neurônios e células hematopoiéticas [44]. As CT hematopoiéticas podem se 

diferenciar em células hepáticas, músculo cardíaco, endotélio vascular e vários tipos de células 

epiteliais após transplante [60]. 

No músculo cardíaco varias CT pluripotentes ou somáticas são capazes de se diferenciar 

em cardiomiócitos ou neovascularizar o tecido como: células hematopoiéticas (CD34
+
/CD45

+
), 

células mesenquimais (CD34
-
/CD45

-
) e progenitores endoteliais (CD133

+
). Além dessas células, 

o tecido cardíaco também possui uma população residente chamada side population (SP) que tem 

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

O músculo esquelético possui uma notável capacidade de regeneração à injúria. A 

capacidade regenerativa desse tecido é largamente atribuída a uma população de células 

miogênicas específicas da musculatura esquelética, as células satélites (CS). Além das CS outras 

populações de CT podem ser encontradas no músculo como as células SP, CT derivadas de 

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

CS estão geralmente localizadas abaixo da lâmina basal entre as fibras musculares 

esqueléticas num estado de quiescência. Morfologicamente, as CS quiescentes diferem das 

ativadas por apresentarem alta relação núcleo/citoplasma, com poucas organelas, núcleo menor 

quando comparado com os núcleos adjacentes da fibra muscular e aumento da heterocromatina 
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nuclear comparada à do mionúcleo. Quando ativadas, ocorre redução da heterocromatina, 

aumento na relação citoplasma/núcleo e aumento no número de organelas intracelulares 

Inicialmente elas proliferam originando células filhas precursoras de células miogênicas 

necessárias para o crescimento pós-natal e regeneração muscular [63-66]. Embora inicialmente 

consideradas como CT monopotentes capazes de originar somente células miogênicas, 

experimentos mais recentes in vitro mostram que elas podem se diferenciar em adipócitos e 

osteócitos [66]. Estudos in vitro mostraram que as CS e CT são populações distintas [67]. CT 

musculares são positivas para o marcador hematopoiético de antígeno 1 de célula tronco  (Sca-1), 

mas não expressam nenhum marcador de CS, e estas são negativas para Sca-1 e não dão origem a 

células hematopoiéticas [66]. Pode-se encontrar células Sca-1 em diversos tecidos como glândula 

mamária, fígado, coração, próstata, músculo esquelético e o sistema hematopoiético [68]. No 

músculo esquelético elas se localizam entre as fibras musculares ou associadas com vasos 

sanguíneos e acredita-se que são progenitores de células satélites ou precursores de célula 

muscular [66]. As SP aumentam em número após injúria e participam na regeneração, já as 

MDSC são outra população de células tronco com potencial miogênico isoladas do músculo 

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

O músculo esquelético de mamíferos possui capacidade de regeneração rápida e extensa 

em resposta a estímulos provenientes do tecido lesado, como fibras necróticas por exemplo. 

Fatores liberados pela lesão muscular ativam células inflamatórias residentes gerando sinais 

quimiotáticos para migração de macrófagos principalmente, mas também neutrófilos, eosinófilos, 

linfócitos CD4
+
 ,CD8

+
, raros linfócitos B e células NK  [55, 70-72]. Dados referentes à detecção 

in situ de citocinas em pacientes com DMD são bastante controversos, talvez por terem sido 

realizados em diferentes estágios da doença [73]. Com relação às citocinas que podem participar 

do processo de regeneração, o TGF-β é a melhor caracterizada. Esta citocina é secretada por 

vários tipos celulares, como leucócitos, plaquetas, osteoblastos/osteoclastos e células endoteliais, 

promovendo reparo tecidual, inibição da ativação de leucócitos e influenciando na atividade das 

células endoteliais e do parênquima [74, 75]. 

 

 

1.7 Resposta inflamatória – características gerais 

A inflamação é uma complexa reação do organismo através do qual os tecidos respondem à 

injúria. Quando ocorre de forma controlada, leva ao reparo estrutural e de função dos tecidos e é 

fundamental para a manutenção da homeostase. A detecção de lesão tecidual ou de agentes 
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invasores nos tecidos gera uma resposta inicial relativamente circunscrita. A eficiência desta 

resposta depende das sub populações envolvidas e de suas atividades efetoras, as quais devem 

controlar a infecção, quando presente, promover a remoção de estruturas e células danificadas e o 

reparo do tecido. No caso de doenças inflamatórias crônicas, como a DMD, não há finalização do 

processo inflamatório pela continuada lesão de fibras musculares pela perda da distrofina.  

 

1.7.1 Interação com o endotélio e migração celular 

A migração de leucócitos do sangue para locais de lesão extravascular  ocorre através de 

um processo de múltiplas etapas controladas por sinais quimioatrativos e eventos de adesão 

célula-célula e célula-matriz extracelular [76]. Inicialmente há o rolamento dos leucócitos sobre o 

endotélio e posteriormente a adesão e a transmigração pelo vaso. Diversas famílias de moléculas 

participam como fatores de iniciação e manutenção desse processo inflamatório. Citocinas, 

quimiocinas, aminas vasoativas, prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos possuem papel 

fundamental na ativação e recrutamento de células inflamatórias [76, 77]. Essas moléculas 

também atuam sobre o endotélio, tornando-o permissivo à migração dessas células [78]. A 

ativação de células do sangue periférico bem como a permeabilidade do endotélio depende da 

participação de selectinas, integrinas, moléculas pertencentes à superfamília das imunoglobulinas 

e quimiocinas, resultando na quimiotaxia e no aumento da avidez da interação, permitindo a 

diapedese [76, 79, 80]. 

O evento inicial da migração é a expressão de moléculas de adesão no endotélio adjacente 

ao sítio inflamado, induzida pela liberação de mediadores inflamatórios diversos liberados pelos 

tecidos danificados [81]. Nas vênulas pós-capilares, e nas vênulas endoteliais altas (HEVs) nos 

linfonodos, ocorre inicialmente o rolamento ao longo do vaso, permitindo sua interação (adesão 

fraca a princípio e depois forte) com o endotélio e em seguida a pavimentação, onde os leucócitos 

margeiam o vaso para a transmigração [82, 83]. Os eventos iniciais de adesão são dependentes 

das interações reversíveis entre as selectinas e seus ligantes, ambos expressos tanto pelos 

leucócitos quanto pelas células endoteliais [79]. São descritas três selectinas, incluindo E-

selectina, P-selectina e L-selectina, nomeadas de acordo com o tipo celular em que foram 

descritas (endotélio, plaquetas e leucócitos, respectivamente) [84]. A P-selectina ou CD62P é 

constitutivamente expressa e estocada em grânulos secretórios e rapidamente mobilizada para a 

superficie das células endoteliais quando há estímulo por mediadores inflamatórios locais como 

histamina, trombina, radicais livres de oxigênio, IL-4 e IL-13 [84]. Esta molécula interage 

primariamente com  a glicoproteina ligante de P-selectina do tipo 1 (PSGL-1) expresso pelos 

leucócitos. A E-selectina ou CD62E é sintetizada e expressa no endotélio pela ação de 
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mediadores como IL-1, lipopolissacarídeo (LPS) e fator de necrose tumoral  (TNF- ) [79]. 

Seus principais ligantes são o PSGL-1 e ligante de E-selectina (ESL-1), também expressos na 

superfície dos leucócitos [85]. A expressão da E-selectina resulta em uma dramática redução na 

velocidade de rolamento do leucócito, aumentando a capacidade de migração. A L-selectina é 

expressa em quase todos os leucócitos e participa do direcionamento dessas células para os 

linfonodos e também medeia o rolamento após estímulo inflamatório, direcionando os leucócitos 

para o sítio de inflamação [86]. Os ligantes de L-selectina podem ser divididos em três 

categorias: sialomucinas, proteoglicanas e glicoproteínas. Na categoria da sialomucina podemos 

encontrar o CD34, a molécula-1 de adesão celular glicosilada (GlyCAM-1), adressina vascular de 

mucosas (MAdCAM-1) e proteína tipo podocalixina (PCLP)[87].  

 A adesão firme dos leucócitos ao endotélio envolve a interação de integrinas também 

expressas pelos leucócitos e pelas células endoteliais. Essas integrinas são incapazes de interagir 

com seus ligantes em leucócitos não estimulados, um mecanismo que participa do controle da 

resposta inflamatória. A capacidade de interação requer sinais de ativação que promovem a 

transição das integrinas para um estágio de alta afinidade [88].  Dentre esses sinais de ativação 

encontram-se o fator ativador de plaquetas (PAF), TNF-  e LPS [89-91]. Durante o rolamento 

inicial nas células endoteliais, os sinais de ativação para as integrinas são fornecidos não apenas 

por moléculas quimioatraentes, mas também pela própria interação anterior das selectinas com 

seus receptores [79]. 

As integrinas constituem uma grande família de moléculas de adesão celular importantes 

na adesão dos leucócitos ao endotélio e na migração de células inflamatórias pela matriz 

extracelular. São proteínas heterodiméricas compostas de uma cadeia  e uma  ligadas não 

covalentemente [88]. Integrinas como o antígeno associado à função de linfócitos do tipo 1(LFA-

1) e Antígeno de expressão tardia-4 (VLA-4) são expressas na superfície de leucócitos e 

interagem com moléculas da superfamília das imunoglobulinas nas células endoteliais, molécula 

de adesão intercelular (ICAM) e molécula de adesão celular vascular (VCAM), respectivamente 

[88]. A expressão de ICAM é constitutiva, porém aumentada pela ação de citocinas como IL-4, 

IL-1 e TNF- , já o VCAM não é constitutivamente expresso, porém é induzido por TNF-  e IL-

1 [78, 92]. Por exemplo, terapias baseadas em anticorpos monoclonais contra moléculas de 

adesão estão sendo testadas para impedir a migração de células inflamatórias e principalmente 

linfócitos T auto-reativos em doenças auto-imunes. O bloqueio da ação da molécula LFA-1 por 

anticorpos contra os seus ligantes ICAM-1 e ICAM-3 ou contra ela própria, por exemplo, tem se 

mostrado bastante promissor no controle da psoríase [93]. Outros estudos indicam a eficácia 
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desses bloqueadores em pacientes que passaram por transplante renal [93]. Além do LFA-1, 

terapias baseadas no bloqueio por anticorpos da molécula VLA-4 também estão sendo 

desenvolvidas e excelentes respostas clínicas estão sendo obtidas em pacientes com doença de 

Crohn e esclerose múltipla [93].  

Após a adesão firme dos leucócitos ao endotélio, ocorre o evento de migração 

transendotelial dessas células. Essa transmigração ocorre nas bordas das células endoteliais, onde 

junções do tipo tight são observadas [81]. Há ainda modificações nas junções aderentes entre as 

células endoteliais, havendo uma desorganização dos componentes juncionais caderina, -

catenina e placoglobulina em áreas próximas às regiões de adesão dos leucócitos [94].  

Duas moléculas de adesão pertencentes à superfamília das imunoglobulinas estão 

envolvidas na transmigração de leucócitos: molécula de adesão celular de plaquetas/endotélio do 

tipo 1 (PECAM-1) e molécula de adesão juncional (JAM). PECAM-1 é expressa na junção 

celular endotelial e na superfície de monócitos e neutrófilos, mediando o extravasamento de 

leucócitos [95]. A molécula JAM é seletivamente concentrada nas junções endoteliais, mas não 

está presente nos leucócitos [78]. A importância de JAM no extravasamento de leucócitos foi 

demonstrada em experimentos onde este processo foi inibido pela utilização de anticorpos contra 

esta molécula [96]. Uma vez no tecido-alvo, a migração de células inflamatórias ocorre através 

da interação de moléculas de adesão e receptores expressos na superfície celular com 

quimiocinas, citocinas pró-inflamatórias e componentes da matriz extracelular, permitindo que 

essas células se posicionem corretamente no sítio inflamatório [76]. A migração de leucócitos 

pela matriz extracelular é mediada pelos receptores de laminina, fibronectina e vitronectina, tais 

como CD49d e CD49e, que são rapidamente expressos pelos leucócitos após estimulação por 

fatores quimioatraentes e durante a migração transendotelial [97, 98]. Sendo assim, diversas 

etapas são necessárias para a migração e chegada dos leucócitos ao foco inflamatório, através de 

um processo que requer uma rede complexa de interações entre diversas moléculas solúveis e de 

membrana. 

Uma vez no foco inflamatório, uma série de outras moléculas atuam permitindo que as 

células inflamatórias exerçam seus papéis funcionais. O co-receptor CD2, por exemplo, é uma 

molécula de grande importância na ativação de linfócitos T, amplificando o sinal primário de 

ativação fornecido pela interação TCR-peptídeo-MHC, além de atuar como uma molécula de 

adesão, aumentando o tempo de interação entre o linfócito e as células apresentadoras de 

antígeno (APCs) ou alvo [99, 100]. O CD2 é uma proteína monomérica de membrana expressa 

principalmente em linfócitos T e timócitos e que interage com o LFA-3 expresso pelas APCs 

[100]. Uma série de terapias envolvendo anticorpos monoclonais contra CD2 também está sendo 
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desenvolvida e têm se mostrado bastante eficientes em patologias como artrite e psoríase [100]. 

Além do CD2, o CD44 também participa na ativação de linfócitos, além de promover interações 

célula-célula e célula matriz extracelular, interagindo com ácido hialurônico, colágeno, 

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

 

1.7.2 Envolvimento de células inflamatórias na DMD 

 Diversos estudos mostram que os infiltrados inflamatórios apresentam papel central na 

DMD humana e no modelo animal mdx/mdx, fornecendo evidências de que as interações das 

células inflamatórias com o músculo deficiente em distrofina podem contribuir tanto para a morte 

celular nas distrofinopatias quanto para a regeneração muscular [103-105]. 

A inflamação na DMD é caracterizada por altas concentrações de células mielóides no 

músculo esquelético, incluindo neutrófilos, eosinófilos, mastócitos e principalmente macrófagos 

e fibroblastos [103, 104, 106, 107]. Wehling e colaboradores mostraram em ensaios in vitro que a 

co-incubação de macrófagos isolados de camundongos mdx/mdx de 4 semanas com miotubos 

levou à lise de 40% desses miotubos em 16 horas, indicando que esses macrófagos apresentam 

capacidade citolítica [105]. Este estudo mostrou ainda que a depleção de macrófagos em 

camundongos mdx/mdx previne grande parte da lise de células musculares confirmando que, 

além da lesão muscular mecânica pela falta da distrofina, há atividade citolítica dependente de 

macrófagos. Porém, ainda não está claro através de quais vias citotóxicas há essa indução de 

morte celular. Estudos utilizando camundongos mdx/mdx transgênicos para a enzima óxido 

nítrico sintase (NOS), com aumento na produção da enzima, mostraram uma redução na 

concentração de macrófagos e fibras danificadas tanto no músculo esquelético quanto no 

cardíaco, promovendo uma melhora na patologia [105, 108]. Embora o NO em altos níveis seja 

capaz de induzir morte celular, estes resultados protetivos no animal transgênico podem refletir 

os altos níveis do radical desde o nascimento. Por outro lado, trabalhos mais antigos mostram que 

o óxido nítrico apresenta capacidade de inibir a diapedese, ativação e longevidade de algumas 

populações de células mielóides [109, 110]. A enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) é 

uma das diversas proteínas que interagem com a distrofina na superfície da célula muscular 

[111]. Sendo assim, na ausência da distrofina, a concentração de nNOS no sarcolema e no 

citoplasma cai, possivelmente afetando a chegada de células mielóides no músculo lesado. 

Os mastócitos, aparentemente são um tipo celular importante na patologia na DMD [103]. 

Esta célula é freqüentemente encontrada próxima a superfícies epiteliais na pele, sistema 

respiratório e mucosa gastrointestinal onde estão estrategicamente localizados para exercerem 

suas funções de defesa [112]. Diversos fatores podem promover a ativação de mastócitos, como 
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temperatura, agentes químicos, trauma mecânico, radiação UV, dentre outros [112]. Além de 

células efetoras de reações anafiláticas, este tipo celular exerce um papel de grande importância 

no reparo tecidual e em respostas imunológicas contra agentes infecciosos [113]. Mastócitos são 

capazes de secretar uma série de citocinas que contribuem nas reações imunológicas, afetando 

assim o recrutamento e função de linfócitos, por exemplo, tais como IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-

16, TNF- , TGF- , IFN-  [114]. Este tipo celular está presente de forma constitutiva no tecido 

conjuntivo do músculo, servindo como uma fonte de citocinas e outros mediadores inflamatórios 

[115]. Alguns trabalhos mostraram que camundongos mdx/mdx, assim como pacientes DMD, 

apresentam elevadas concentrações de mastócitos no músculo [116]. Ainda que alguns artigos 

reportem a localização de mastócitos em áreas de necrose muscular [117], trabalhos mais 

recentes associam essas células principalmente a infiltrados inflamatórios e áreas fibróticas [103].  

Experimentos utilizando injeção intramuscular de grânulos de mastócitos purificados 

induziram ampla necrose no músculo esquelético do camundongo mdx/mdx, em contraste a 

camundongos controle não distróficos [116]. Estes dados sugerem que as miofibras do 

camundongo mdx/mdx sejam mais vulneráveis a mediadores provenientes destas células. Uma 

análise comparativa entre a quantidade de mastócitos nos diferentes músculos do camundongo 

mdx/mdx e a extensão ocupada por necrose de cada um mostrou que os músculos menos afetados 

pela ausência da distrofina são também aqueles com menor quantidade de mastócitos, 

correlacionando indiretamente este tipo celular com dano muscular [116]. Além disso, estudos 

utilizando cromolin (cromoglicato de sódio), um estabilizador de mastócitos que inibe a sua 

desgranulação, mostraram uma redução da extensão da necrose muscular em camundondos 

mdx/mdx, assim como redução na necrose de miofibras induzida por exercício no quadríceps 

desses animais [115]. 

O eosinófilo é outra célula mielóide descrita como presente nos músculos esqueléticos do 

camundongo mdx/mdx [104]. Estas células podem cruzar a membrana basal das células 

musculares alvo e formar sítios de interação muito próximos com as fibras musculares, induzindo 

sua lise através da liberação do conteúdo de seus grânulos como, por exemplo, a proteína básica 

principal. Entretanto, a maior parte dos trabalhos que estuda a resposta inflamatória na DMD não 

faz referência a neutrófilos como uma célula frequentemente encontrada, exceto por um grupo 

[104]. 

Além do papel de células mielóides, diversos artigos descrevem a importância de linfócitos 

na patologia da DMD e no camundongo mdx/mdx. Muitos pacientes com DMD expressam um 

peptídeo altamente conservado no domínio hipervariável do TCR de linfócitos T citotóxicos 

(CTLs), o que indica que uma resposta imune específica a um antígeno comum ocorre em muitos 
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pacientes [118]. Ainda que a participação de CTLs na patologia da DMD continue 

indeterminada, a depleção de linfócitos T CD8
+
 em camundongos mdx/mdx promoveu redução 

nas lesões musculares em um estágio onde há grande infiltração inflamatória [73]. Além disso, a 

importância da perforina neste processo foi avaliada utilizando camundongos duplamente 

deficientes para distrofina e perforina, onde foi observada uma redução na necrose no músculo 

distrófico, sugerindo mais uma vez que linfócitos T citotóxicos atuem na DMD [119]. A 

perforina é uma proteína formadora de poros produzida principalmente por linfócitos T  e  e 

células NK e estocada em grânulos citolíticos. Após a interação do linfócito com a célula alvo, 

ocorre a fusão desses grânulos com a membrana plasmática e liberação do seu conteúdo 

(perforina e granzimas) [120]. 

A expressão de moléculas co-estimulatórias necessárias para a expansão clonal e atividade 

de células T também foi demonstrada. A molécula ICOSL, um membro da família B7 de 

moléculas co-estimulatórias, pode promover a ativação de linfócitos T CD8
+
 pela interação com 

o seu receptor ICOS presente na superfície do linfócito. Estudos mostraram um aumento da 

expressão de ICOS e ICOSL no tecido muscular de pacientes com DMD, o que favoreceria a 

ativação de linfócitos T citotóxicos [121]. Este trabalho relaciona ainda a expressão de 

ICOS/ICOSL com o tamanho dos infiltrados inflamatórios, onde foi observado que os maiores 

infiltrados inflamatórios eram encontrados nos pacientes com maior expressão dessas moléculas, 

sugerindo que a interação ICOS/ICOSL seria importante para a invasão do músculo por células 

inflamatórias [121]. 

Os linfócitos T CD8
+ 

são descritos ainda como capazes de promover a patologia nos 

camundongos mdx/mdx por mecanismos indiretos como recrutamento de outras células 

inflamatórias, uma vez que a depleção dessas células reduziu a concentração de outras células 

inflamatórias como os eosinófilos [104]. 

A participação de linfócitos T CD4
+ 

na DMD também foi avaliada através da depleção 

desse tipo celular em camundongos mdx/mdx e essa depleção 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 avaliação do papel de linfócitos na distrofia, onde se 

observou fibrose muscular reduzida, sugerindo a participação de linfócitos também neste 

processo [122]. Este efeito pode ser direto pela liberação de fatores que propiciam a deposição de 

matriz extracelular, como TGF- , ou pelo recrutamento de outras células que atuem na formação 

da fibrose. Além disso, a transferência de esplenócitos de camundongos mdx/mdx para 

camundongos selvagens aumentou o dano muscular nos camundongos recipientes, sugerindo que 
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células inflamatórias do camundongo mdx/mdx possam transferir a doença para animais controle 

[104].  

Muitos estudos em terapias para a distrofia muscular do tipo Duchenne baseiam-se na 

utilização de corticóides e os benefícios observados são devidos à imunossupressão. O tratamento 

com prednisolona decresceu significativamente as concentrações de células inflamatórias nos 

músculos esqueléticos deficientes em distrofina [11, 123]. Além disso, camundongos mdx/mdx 

tratados apresentam uma redução na expressão de moléculas de adesão pelos leucócitos e células 

endoteliais, sugerindo que o efeito desse fármaco também se deve ao menor extravasamento de 

células inflamatórias para os músculos [123]. Há também trabalhos utilizando a ciclosporina 

como agente imunossupressor, onde se observa uma diminuição na fibrose e no dano muscular 

induzido por exercício nos camundongos mdx/mdx [124]. A melhora de pacientes com DMD e 

camundongos mdx/mdx induzida pela utilização de drogas imunossupressoras corrobora ainda 

mais a participação de células inflamatórias nas distrofinopatias. 

 

1.7.3 Inflamação celular  

Há diversos tipos celulares com importante atividade em diversas patologias, mas que ainda 

não foram avaliados nos tecidos musculares de pacientes com DMD ou em outros modelos da 

doença. Dentre estes tipos celulares podemos destacar as células T , NKT e reguladoras 

CD4/CD25.  

Os linfócitos T , mais do que uma população especializada de linfócitos antígeno-

específicos, formam uma população funcionalmente diferenciada de linfócitos . Essa 

população pode ser dividida em três grupos. O primeiro é representado pelas células T  

epidérmicas, onde todas as células desta subpopulação expressam o mesmo ou quase o mesmo 

TCR, que provavelmente reconhece moléculas próprias [125, 126]. O segundo grupo é 

representado por linfócitos T  presentes em pequenos números em alguns tecidos, incluindo o 

trato reprodutivo e os pulmões [127]. Esta subpopulação também apresenta um TCR invariante e 

durante a gravidez ou infecções aumentam bastante, formando uma população transitória [128]. 

O terceiro grupo envolve uma subpopulação expressando TCRs variáveis. Estas células estão 

presentes na circulação e em vários tecidos, formando uma população celular mista, porém 

pequena se comparada à de linfócitos T . O número de células desta subpopulação varia com a 

idade e durante infecções [129]. 

Algumas funções já foram descritas para os linfócitos T  e estudos em modelos animais 

mostraram que mesmo uma pequena população destas células pode exercer grandes efeitos 
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biológicos reguladores. Estudos recentes demostraram que este tipo celular é capaz de induzir 

maturação de células dendríticas via TCR-CD1 e interações Fas-FasL [130, 131]. Outros 

trabalhos indicam uma preferência de interação entre linfócitos T  e macrófagos, ainda que o 

mecanismo molecular desta interação seja desconhecido [132]. A participação desta população 

celular em diversas doenças infecciosas também já foi descrita. Na infecção por L. 

monocytogenes as células T  são responsáveis por regular a resposta inflamatória. Quando elas 

estão ausentes, o infiltrado inflamatório persiste e as lesões teciduais são mais severas [133]. 

Outros trabalhos mostram ainda uma atividade citotóxica dessa população sobre macrófagos 

peritoneais infectados com Listeria, os quais promovem a morte desses macrófagos após ativação 

[134], aparentemente através da interação Fas-FasL [134]. Huber e colaboradores iniciaram uma 

série de publicações utilizando o modelo murino de miocardite aguda induzida pela infecção pelo 

vírus Coxsackie do tipo B (CVB) e mostraram que a indução da patogenia depende de células T 

CD4+ Th1 (IFN-γ+), enquanto que as respostas com perfil de células T Th2 (IL-4+) estariam 

associadas a um perfil mais resistente à infecção. A modulação entre qual tipo celular seria 

prevalente requer a interação direta célula-célula e é mediada por atividade citotóxica dependente 

de Fas/Fas-L em células T γδ [135]. O grupo aprofunda suas pesquisas  e propõe que  estas 

células no coração possuem elevados níveis de Fas-L na sua superfície, promovendo a lise de 

células T CD4+ Th2 específicas para o vírus. Desta maneira, com a morte desta população, 

haveria o predomínio da população de células T CD4+ Th1 patogênica [135]. Sendo assim, os 

linfócitos T  representam uma população celular muito importante, podendo exercer função 

citotóxica ou reguladora, dependendo da subpopulação envolvida e de fatores como a secreção de 

moléculas solúveis e interações moleculares com outros tipos celulares.    

As metaloproteases (MMPs) são um grupo de endopeptidases zinco-dependentes que 

possuem um papel central na modulação das funções da ECM e regulação inflamatória [136, 

137]. As MMPs são responsáveis pela degradação da ECM durante o desenvolvimento 

embrionário, migração celular e remodelagem tecidual [68] e no processo de degeneração e 

regeneração do músculo esquelético ocorre extensa remodelagem da ECM. A expressão e 

atividade das MMPs são reguladas tanto ao nível de transcrição, por citocinas e fatores de 

crescimento, como ao nível pós-traducional, pela secreção dessas enzimas em formas latentes 

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

no meio extracelular como as associadas à membrana plasmática. Existe um balanço delicado 

entre a produção endógena de inibidores teciduais chamados TIMPs (inibidores de MMP no 

tecido) e a produção de MMP no microambiente, determinando a remodelamento fisiológico ou 

destruição patológica do tecido [138].  
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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 está associada 

com a migração de células inflamatórias incluindo polimorfonucleares, macrófagos, eosinófilos, 

linfócitos e possivelmente à ativação de células satélites. Já a MMP-2 é constitutiva do tecido 

muscular, mas está aumentada durante o processo de regeneração do tecido [139]. Além disso, as 

MMP-2 e MMP-9 parecem estar envolvidas na progressão da doença em músculos esqueléticos 

de cães distróficos. A MMP-9 está envolvida predominantemente no processo inflamatório 

durante a degeneração muscular. Em contrapartida, a MMP-2, ativada no endomísio de grupos de 

fibras em regeneração, parece estar associada na remodelação da matriz durante a regeneração 

muscular e crescimento da fibra [137]. 

 

1.8 Cardiomiopatia nas distrofinopatias 

A cardiomiopatia gerada pela deficiência total ou parcial da distrofina refere-se às 

manifestações cardíacas de três doenças intimamente relacionadas, incluindo a DMD, distrofia 

muscular de Becker (BMD) e cardiomiopatia dilatada ligada ao X (XLDC). Diferentemente da 

DMD, onde não há expressão de distrofina funcional, a BMD se deve à expressão de uma 

proteína parcialmente funcional [140]. Já XLDC é causada pela perda seletiva da distrofina no 

coração [141]. Aproximadamente 1/3 dos pacientes com DMD mostram sinais de disfunção 

cardíaca a partir dos 10 anos de idade e praticamente todos os pacientes desenvolvem algum 

nível de dano cardíaco por volta dos 18 anos [48]. Com a melhora do suporte ventilatório, houve 

um aumento da sobrevida dos pacientes com DMD, o que permitiu que os danos cardíacos 

fossem mais evidenciados [142]. Estudos mostram que 10-40% dos pacientes com DMD morrem 

por falência cardíaca e é estimado que a cardiomiopatia pode diminuir a expectativa de vida 

desses pacientes em até dois anos [143]. O envolvimento cardíaco 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 cardíaco [144]. Esta alta incidência na BMD é considerada uma 

conseqüência natural do maior tempo de vida desses pacientes, permitindo que os sinais clínicos 

se desenvolvam [145]. Além do transplante cardíaco, tratamentos paliativos são os únicos 

disponíveis até agora [143, 146].  

As alterações fisiológicas no coração de pacientes com DMD foram avaliadas em diversos 

artigos e estudos ecocardiográficos mostraram uma função sistólica normal dos ventrículos em 

pacientes com menos de seis anos [147]. Em pacientes mais velhos há um aumento na incidência 

de cardiopatia dilatada e em torno dos 18 anos, 98% apresentam alguma disfunção contrátil. O 

padrão dilatado é observado em 72% dos pacientes e o padrão hipertrófico em 26% [147]. 



  

   

 

 

34 

 

Com relação ao camundongo mdx/mdx, poucos estudos foram feitos para avaliar os danos 

cardíacos causados pela ausência funcional da distrofina. Alguns trabalhos mostram que 

camundongos com idade inferior a 12 semanas apresentam pequenos e poucos focos 

degenerativos com inflamação limitada [148, 149]. A partir de 24 semanas de idade, o coração do 

mdx/mdx começa a mostrar necrose e fibrose moderadas e a patologia cardíaca mais relevante 

aparece em torno de 43 semanas [150, 151]. Outros estudos mostram ainda uma redução na força 

de contração a partir de 32 semanas, porém, aparentemente esta redução não é suficiente para 

alterar a função hemodinâmica do coração [151, 152]. Os sintomas de cardiopatia dilatada podem 

ser mais facilmente detectados em camundongos mais velhos, pois foram descritas alterações 

ecocardiográficas em camundongos com 40 semanas de idade, mostrando o coração 

hipertrofiado, com menor força de contração e menor freqüência [151]. Este trabalho mostrou 

ainda que a fibrose afeta todas as regiões do ventrículo esquerdo e direito da mesma forma. Em 

experimentos com animais mais novos (16 semanas), Nakamura e colaboradores mostraram 

ainda um aumento na patologia do ventrículo direito induzida por exercício [153]. 

Os danos cardíacos são aparentemente mais extensos em pacientes DMD do que em 

camundongos mdx/mdx. Isso se deve provavelmente à fibrose cardíaca mais extensa nos 

pacientes quando comparada à fibrose no mdx/mdx. Estudos em autópsia de pacientes com DMD 

mostraram que 50 % ou mais do miocárdio foi substituído por fibrose ou tecido adiposo. Mesmo 

nos camundongos mdx/mdx mais velhos estudados (68 semanas) apenas 9% do músculo cardíaco 

foi ocupado por fibrose [154] . 

Desta forma, fica como um todo evidenciado que a resposta imune e infiltração inflamatória 

nos músculos esqueléticos e cardíaco são componentes muito importantes do desenvolvimento da 

doença, além do bloqueio funcional primário da distrofina. Neste trabalho buscamos então 

estudar aspectos inflamatórios relevantes da DMD que possam afetar a progressão da patologia, 

tais como as sub-populações de células inflamatórias e possíveis progenitoras que migram para 

os músculos em diferentes estágios da doença, produção de citocinas, atividade de MMPs e 

morte celular. 
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2 OBJETIVOS 

Objetivo geral: 

 

Analisar a possível participação de subpopulações celulares e fatores presentes no 

microambiente do músculo cardíaco e músculos esqueléticos na fisiopatologia da lesão do 

camundongo mdx/mdx. 

 

Objetivos específicos: 

 

1. Quantificar da área dos tecidos ocupada por infiltrado inflamatório/fibrose no músculo 

cardíaco e músculos esqueléticos gastrocnêmio, solear e diafragma e quantificação de 

células inflamatórias e em regeneração; 

 

2. Estudar as populações celulares inflamatórias presentes no músculo cardíaco e músculos 

esqueléticos gastrocnêmio, solear e diafragma em decorrência da progressão da doença: 

 

2.1 Analisar por citometria de fluxo as células inflamatórias linfóides e progenitoras 

presentes no tecido, tais como: linfócitos Tαβ CD4 e CD8, T γδ, plasmócitos, células 

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

 

2.2 Contagem, avaliação de subpopulações e da localização de mastócitos por coloração 

específica; 

 

2.3 Avaliar as células musculares em regeneração (NCAM
+
) e células progenitoras (Sca-

1
+
) por imunohistoquímica nos músculos esqueléticos; 

 

3. Analisar a atividade de metaloproteases nos músculos esqueléticos, relacionando com a 

expressão de miosina ATPase e produção de citocinas; 

 

4. Estudar o padrão de morte celular através de fibras musculares e células inflamatórias no 

músculo cardíaco e músculos esqueléticos. 
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3 RESULTADOS 
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Metaloproteases de matriz (MMPs) são as principais moléculas reguladoras na formação, 

remodelamento e degradação dos componentes da matriz extracelular em ambos os processos 

fisiológicos e patológicos. Os músculos esqueléticos de camundongos distróficos mdx/mdx 

apresentaram padrões distintos de inflamação e regeneração, sugerindo que fatores do 

microambiente influenciam nas respostas adaptativas dos músculos com predomínio de fibras 

de contração rápida ou lenta. Este estudo teve como objetivo verificar o padrão de atividade 

das MMP nos músculos gastrocnêmio, solear e diafragma, correlacionando com a capacidade 

regenerativa em fases distintas da miopatia no camundongo mdx/mdx. O aumento de 

inflamação e mionecrose foi associado com um aumento da atividade de MMP-9 e produção 

de TNF-  (fator de necrose tumoral-alfa), enquanto a regeneração muscular, evidenciada pela 

expressão de NCAM (molécula de adesão celular neural) e atividade MMP-2, variou nas 

diferentes fases da doença. O músculo solear apresentou um alto percentual de miofibras 

NCAM-positivas na fase inicial da doença (2 semanas), enquanto que  no músculo 

gastrocnêmio elas apareceram em 12 semanas e no diafragma em 24 semanas. O aumento da 

atividade MMP-2 no diafragma em todas as fases da doença sugere uma importante 

remodelação tecidual, o que provavelmente está associado com uma inflamação persistente. 

Os resultados indicam que os microambientes dos diferentes músculos esqueléticos podem 

influenciar no padrão particular de cinética da atividade de MMP, que em última instância 

favorece a inflamação persistente e regeneração de miofibras em diferentes fases da miopatia 

em camundongos mdx/mdx. 
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A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia inflamatória ligada ao cromossomo 

X com degeneração muscular progressiva causada por mutações no gene da distrofina que 

levam à perda de função da molécula. Embora os músculos esqueléticos sejam mais 

severamente afetados pela doença e também mais estudados, o miocárdio também é afetado, 

embora mais tardiamente, e a insuficiência cardíaca leva à morte de 10-40% dos pacientes. 

Neste trabalho foram utilizados camundongos mdx/mdx (um modelo para a DMD) e 

avaliamos a resposta cardíaca inflamatória e seu efeito sobre a lesão tecidual. Nós observamos 

no tecido cardíaco populações celulares inflamatórias descritas anteriormente com atividade 

citotóxica, como os macrófagos, que principalmente compõem os focos inflamatórios, células 

T CD8 
+
, células T γδ e mastócitos. No entanto, as células linfóides foram somente 

observadas em camundongos jovens (6 - 12 semanas de idade), muito antes do aparecimento 

da disfunção cardíaca. Além disso, células progenitoras hematopoéticas Sca-1 
+
  (CD4

-
/CD8

-

/MAC-1
-
) também foram observadas principalmente em animais jovens. Curiosamente, 

encontramos em camundongos mais velhos (24 e 48 semanas) muitas células inflamatórias 

semelhantes a macrófagos que estão aparentemente mortos, por uma via necrótica. Para 

melhor avaliar a relevância inflamatória para o dano cardíaco, foram utilizados camundongos 

mdx/mdx deficiente em Myd88, uma molécula adaptadora que desempenha funções pró-

inflamatórias importante na transdução de sinal desencadeada pela maioria dos receptores do 

tipo Toll, IL-1 e IL-18. No entanto, estes animais ainda apresentavam miocardite e 

características 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 

cardíaco de camundongos mdx/mdx, muito antes do aparecimento da disfunção cardíaca que 

pode afetar a patologia no coração.  
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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, γδ 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 

αβ 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 Fundação 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 CO2 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 µm thick for hematoxilin-

eosin (H&E) staining or 2) 18 µm 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% OsO4 (Merck, 

Darmstadt, Germany), 0.8% potassium ferricyanide (Sigma), and 5mM CaCl2 in 0.1M 

cacodylate buffer (Sigma), dehydrated in acetone, and embedded in epon (Merck). Semi-thin 
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sections (400 m) 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 m 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 Fcγ 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 IA 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
o
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
o
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
high

 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;  T cells, CD3-FITC/CD8-CyChrome/CD4-PE;  T cells, CD4-PerCP/ -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  CD4
-
/CD8

-
 double negative T cells that was 

found only in 12 wko mice (12%), concomitant with the reduction of  T cells (Fig. 1B). 

Regarding general hematopoietic progenitor cells Sca1
+
/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). C57Bl/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 4I). 

 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 
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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 αβ T lymphocytes and hematopoietic progenitor cells were mostly observed in 6 wko 

mdx/mdx mice and decreased thereafter, however, γσ 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
+
 Th1 
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over Th2 cells in BALB/c. However, using gld/gld (Fas-L
-/-

) infected mice, the authors 

concluded that inflammatory  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 C57Bl/10 (white symbols) or mdx/mdx mice (black symbols) and dissociated 

using collagenase for identification of CD3/CD4 and CD3/CD8 T cells (A), γσ T cells (B) or 

progenitor hematopoietic Sca-1
+
/MAC-1

-
/CD4

-
/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 = 20μM. 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 I) 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 = 5μM 

 

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 

 

 

 mdx C57Bl/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 

6 wko 3.0* 0.0 0.0 0.0 0.3 8.2* 5.5 1.0 0.0 1.5 

12 wko 2.0 0.0 1.7 0.2 0.2 1.0* 3.5 0.0 0.0 1.0 

24 wko 4.5* 0.0 0.0
#
 0.2 0.0 0.5 3.0 0.0 0.0 0.5 

48 wko 5.2 0.0 0.3 0.0 0.2 3.3* 3.5 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 I 

 

     1 Material e Métodos 

 

1.1 Animais 

Foram utilizados camundongos isogênicos mdx/mdx e C57BL10/J machos com 6 e 12 

semanas de idade fornecidos pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da 

Fundação Oswaldo Cruz. Os camundongos foram recebidos e mantidos em adaptação no setor 

de experimentação animal do Laboratório de Biologia Celular por 5-7 dias e todos os 

experimentos foram feitos conforme a resolução 196/96  do Ministério da Saúde, sendo o 

projeto aprovado (0308/06) pela Comissão de Ética para Utilização de Animais  (CEUA) da 

Fundação Oswaldo Cruz. 

 

1.2 Análise Histopatológica 

 Os camundongos foram eutanaziados com CO2 e os músculos gastrocnêmio, solear e 

diafragma foram removidos, congelados em nitrogênio líquido e incluídos em OCT (Sakura, 

Torrance Ca). Foram feitos cortes de 16 m para identificação de mastócitos usando coloração 

por azul de toluidina/azul de alcian/safranina como descrito em Meuser-Batista e cols, 2008. 

Em resumo, as amostras foram coradas com uma solução 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 mastócitos podem ser 

classificados como sendo de fenótipo mucoso (MMC) (azuis - corados por azul de alcian) ou 

de fenótipo de tecido conjuntivo (CTMC) (castanhos ou púrpura- corados por safranina ou por 

azul de toluidina). Mastócitos corados com uma combinação das três cores foram 

classificados como mastócitos híbridos. A quantificação é representativa de três cortes de 

tecido coletados de no mínimo três camundongos individuais por idade estudada e está 

indicada como número de mastócitos por campo.  

 

1.3 Cortes semi-finos 

Fragmentos de 1-2 mm dos músculos gastrocnêmio, solear e diafragma foram lavados 

três vezes em solução salina tamponada com fosfato (PBS) e fixados com 2,5% de 

glutaraldeído (Sigma) em tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2 por 1h a 4°C. Os 
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fragmentos foram então pós-fixados por 30 minutos à temperatura ambiente em solução 

contendo OsO4 1% (Merck, Darmstadt, Alemanha), ferricianeto de potássio 0,8% (Sigma) e 

CaCl2 5 mM em tampão cacodilato 0,1M (Sigma). Ferricianeto de potássio e cloreto de cálcio 

foram adicionados para uma melhor vizualização e preservação de estruturas membranares. O 

material foi então desidratado em concentrações 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 à temperatura ambiente e incluído em resina Polybed 812. A polimerização da 

resina ocorreu a 60°C por 3 dias. Os cortes semi-finos (400 nm) foram coletados em lâminas, 

corados com azul de toluidina (Sigma) e montados para observação em microscópio de luz 

Axioplan 2 Zeiss (Zeiss, Alemanha).  

 

1.4 Dissociação de tecidos musculares por colagenase  

 Os músculos gastrocnêmio, solear e diafragma foram coletados e cortados em 

fragmentos de 1-2 mm e exaustivamente lavados em PBS a 4
o
C para evitar contaminação com 

células de sangue. Os fragmentos foram então transferidos para uma solução de colagenase 

tipo IA 0,2% (Sigma, Lote 035K8636, 277 units/mg) e submetidos a um ciclo único de 

digestão enzimática em agitação suave por 40 minutos a 37
o
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
 o
C até o uso. As células foram incubadas por 20 minutos 

a 4
o
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 combinações pertinentes de anticorpos monoclonais (item 1.5) para 

avaliação fenotípica. 
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Figura 1: Dissociação de músculo esquelético por colagenase: Aspecto geral das fibras musculares (seta) 

e células inflamatórias (cabeça de seta) isoladas do músculo gastrocnêmio de animal mdx/mdx com 6 

semanas de idade (A e B). Aumento: 200x.  

 

 

1.5  Citometria de fluxo  

           Investigamos as seguintes populações para análise da composição de células inflamatórias 

musculares por citometria de fluxo: células NK e NKT (CD3-PE/NK1.1-FITC), células T 

reguladoras (CD4-PerCP/CD25-PE/CD8-FITC), linfócitos T  (CD3-FITC/CD8-

Cychrome/CD4-PE), linfócitos T  (CD4-PerCP/CD8-FITC/TCR -PE), células progenitoras 

hematopoiéticas e (Sca1FITC/CD19APC/CD117PECy7/CD45TxRed/CD3PE/Mac-1PE) e uma 

sub população ainda não descrita que denominamos “T progenitora” (CD3PE/CD117PECy7). 

Todos os anticorpos foram adquiridos da BD Pharmingen. As marcações foram realizadas em 

meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 10% de SFB por 30 minutos a 4
o
C em 20 l finais (células + 

anticorpos). Após a incubação, as amostras foram lavadas duas vezes em meio RPMI 1640 

(Sigma), fixadas em formaldeído 2% (Merck) e mantidas em geladeira até a leitura quando eram 

lavadas 2x em PBS. As amostras foram adquiridas em citômetro de fluxo FACScalibur e a 

análise dos dados foi realizada utilizando o software CellQuest versão 3.2  (Becton Dickinson)  

sempre na região morfológica de células totais (FSC x SSC), excluindo apenas debris celulares e 

agregados.  

 

  

1.6 Análise estatística  

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

de p estão indicados nas legendas das figuras. 

A B 
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2 Resultados e Discussão 

 

 Utilizamos cortes semi-finos embebidos em Epon e corados com azul de toluidina 

para a identificação dos tipos celulares inflamatórios e possíveis alterações gerais na 

arquitetura do tecido que pudessem ser associadas à patologia. O músculo gastrocnêmio 

apresentou infiltrados inflamatórios, edema e morte aparente de miofibras tanto em 6 semanas 

quanto em 12 semanas (Fig 2A e 2B). Já o músculo solear apresentou poucas células 

inflamatórias dispersas no tecido e pequenas alterações histológicas gerais (Fig 2C e 2D), 

enquanto que o músculo diafragma apresentou intensos infiltrados inflamatórios com extensa 

morte de miofibras, edemas e alterações de matriz nas duas idades (Fig 2E e 2F). Podemos 

observar ainda um predomínio de células mielóides compondo os infiltrados inflamatórios 

como descrito na literatura. É importante ressaltar que foram observados alguns núcleos de 

células inflamatórias com cromatina aparentemente degradada (Fig2).  
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Figura 2: Arquitetura geral e composição celular do infiltrado inflamatório: Fragmentos dos músculos 

gastrocnêmio (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 

análise em microscopia de luz após coloração com azul de toluidina. Características morfológicas gerais: 

célula inflamatória com cromatina aparentemente degradada (cabeça de seta), célula inflamatória normal 

(seta), fibra danificada (asteriscos) e edema (e) foram identificadas em três camundongos por idade.  

Barra: 20 m. 
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Os mastócitos compõem uma população mielóide que tem sido extensamente associada à 

morte celular, inclusive na DMD, onde o tratamento com bloqueadores destas células reduziu a 

morte de fibras musculares em diversos estudos. Além disso, os mastócitos possuem papel 

central na regulação inflamatória, induzindo quimiotaxia de leucócitos, ativação de células 

endoteliais e secreção de mediadores pró-inflamatórios. Trabalhos anteriores fizeram apenas 

avaliações numéricas gerais destas células e observaram que o aumento de mastócitos 

correlaciona com o agravamento das lesões musculares. Contudo, há diversas sub populações de 

mastócitos com componentes pró-inflamatórios distintos em seus grânulos citoplasmáticos com 

função ainda desconhecida na DMD. Desta forma, decidimos avaliar estas sub populações 

utilizando colorações especiais que discriminam mastócitos mucosos (CTMC - ricos em 

heparina) e de tecidos conjuntivo (MMC – ricos em sulfato de condroitina). A análise qualitativa 

de mastócitos (Fig 3) revelou flutuações peculiares no número geral, subpopulações e  de acordo 

com a idade e tipo muscular. A distribuição dos fenótipos foi difusa em todos os músculos 

estudados. 

Houve o aumento significativo (p<0,02) do número total de mastócitos em alguns 

músculos esqueléticos considerando a média do número de células por campo.  No músculo 

gastrocnêmio de animais de 6 semanas: C57Bl/10 x mdx/mdx = 0,3 x 0,5 e em 12 semanas: 

C57Bl/10 x mdx/mdx  = 0,3 x 0,9 (Fig 3A e 3B). No músculo solear de animais de 6 semanas: 

C57Bl/10 x mdx/mdx  = 0,5 x 0,9 e em 12 semanas C57Bl/10 x mdx/mdx  = 0,6 x 1 (Fig 3C e 

3D). No músculo diafragma houve uma diminuição significativa (p<0,01) nos animais de 6 

semanas C57Bl/10 x mdx/mdx = 1,3 x 0,5 e uma diferença não significativa em 12 semanas: 

C57Bl/10 x mdx/mdx = 0,3 x 0,6 (Fig 3E e 3F). Interessante observar que houve uma diminuição 

do número de mastócitos somente no diafragma de 6 semanas, sabendo-se que o músculo 

diafragma é o mais afetado na doença em camundongos mdx/mdx. Estes dados nos sugerem que 

talvez o simples aumento no número destas células não seja suficiente para contribuir para uma 

maior lesão muscular, mas também a modulação de uma sub população específica de mastócitos. 

De fato, utilizando a coloração especial nós observamos que apenas no músculo diafragma de 

animais de 6 semanas há uma redução significativa (p<0,02) de mastócitos de fenótipo MMC em 

mdx/mdx quando comparamos com animais controles C57Bl/10 (Fig 3E e 3F).  No músculo 

gastrocnêmio observamos um aumento significativo de mastócitos de fenótipo CTMC (p<0,005) 

em 12 semanas e MMC (p<0,05) em 6 e 12 semanas de animais mdx/mdx comparado a animais 

C57Bl/10 (Fig 3A e 3B).   Apesar de o músculo solear apresentar pequenas variações das 

subpopulações observamos uma aumento significativo (p<0,05) de mastócitos de fenótipo MMC 

em 6 semanas e CTMC em 12 semanas em camundongos mdx/mdx quando comparados aos 
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animais C57Bl/10 (Fig 3C e 3D). Estes dados indicam uma complexidade adicional na análise 

destas células e que subpopulações específicas devem ser sempre estudadas em qualquer 

situação patológica.  
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Figura 3: Quantificação de mastócitos em músculos esqueléticos: Dados mostram o número médio de 

diferentes fenótipos de mastócitos por corte de músculo. Mastócitos de fenótipo mucoso (MMC) 

(azul), de tecido conjuntivo (CTMC) (castanho) ou híbrido (azul/castanho) foram identificados no 

músculo gastrocnêmio de mdx/mdx (A) e C57Bl/10 (B), no músculo solear de mdx/mdx (C) e 

C57Bl/10 (D) e no músculo diafragma de mdx/mdx (E) e C57Bl/10 (F). * p<0,05 quando comparados 

mdx/mdx de 6 e 12 semanas em relação a um fenótipo de mastócitos. # p<0,005 e ¤ p<0,05  quando 

camundongos mdx/mdx são comparados com C57Bl/10 de mesma idade e mesmo fenótipo de 

mastócitos. 
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 Embora principalmente células mielóides tenham sido observadas nos infiltrados 

inflamatórios e distribuídas nos tecidos, células linfóides e progenitoras hematopoiéticas 

também têm sido descritas como populações celulares importantes em eventos citotóxicos, 

quimiotaxia e regeneração muscular. Estas células foram então isoladas dos músculos 

esqueléticos gastrocnêmio, solear e diafragma e analisadas por citometria de fluxo na região 

de células totais, excluindo apenas debris e grumos (Fig 4). As análises por citometria de 

animais C57Bl/10 mostraram menos de 1% de todas as células investigadas neste trabalho 

(dados não mostrados).  
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Figura 4: Representação da análise por citometria de fluxo:. O padrão morfológico (FSCxSSC) do 

músculo esquelético é mostrado em A, assim como a região de análise R1. Análise de células 

Sca-1
+/ CD117

+ e CD19
+
/B220

+ em músculo esquelético (B) e peritônio (C e D) de camundongos 

mdx/mdx. Análise de células Sca-1
+
/CD3

-
/Mac-1

-
/CD19

-
/B220

-
/CD117

+ 
em camundongos mdx/mdx.   

(E-G) e de células CD3
+
/CD117

+
 em camundongos mdx/mdx (H-J) e em animais C57Bl/10 (K).  

 

 Não foi observada migração relevante (menos de 1%) de células NK, NKT, células 

T reguladoras CD4/CD25 ou CD8/CD25 ou plasmócitos CD19
+
 para os músculos 
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esqueléticos de camundongos mdx/mdx. No entanto, obervamos pela primeira vez na literatura 

uma população de células T com um fenótipo inesperado em camundongos mdx/mdx: 

CD3
+
/CD117

+
/CD4

-
/CD8

-
. Estas células estão sendo preliminarmente chamadas de “T 

progenitoras” pelo fato de expressarem o CD117 que é o receptor de SCF (stem cell factor) ou 

fator de célula tronco. Essas células foram abundantemente encontradas em todas as idades 

nos músculos esqueléticos estudados, com um percentual superior a 40% dos eventos 

encontrados na região de células totais (Fig 5). Além disso, camundongos mdx/mdx  obtidos 

do Jackson Laboratories nos Estados Unidos também apresentam a mesma população e em 

níveis igualmente elevados. Nos músculo gastrocnêmio e diafragma observamos um aumento 

do percentual das células CD3
+
/CD117

+
 entre 6 e 12 semanas de idade enquanto que no 

músculo solear observamos uma diminuição do percentual entre as idades. O músculo 

gastrocnêmio apresentou um percentual de 60,7% em 6 semanas aumentando para 70,2% em 

12 semanas. O músculo solear apresentou um percentual 48,9% em 6 semanas diminuindo 

para 44,6% em 12 semanas. O músculo 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: Análise por citometria de fluxo de células T progenitoras CD3
+
/CD117

+
: Os músculos 

gastrocnêmio, solear e diafragma foram coletados de camundongos mdx/mdx de 6 e 12 semanas e 

dissociados por colagenase para obtenção e identificação das células T progenitoras. Não houve diferença 

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

 

 Talvez esta população com fenótipo distinto seja pelo menos em parte responsável 

pelas discrepâncias referentes a células T na literatura referente à DMD. Alguns autores 

sustentam que céluals T são importantes na geração de lesões musculares na DMD, atuando 

como células citotóxicas, por exemplo. Porém, células linfóides são raramente observadas 
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compondos infiltrados inflamatórios e marcação por imunohistoquímica com anti CD4 ou 

CD8 em geral não indica números relevantes destas células (dados não mostrados). Por outro 

lado, células linfóides são encontradas dispersas nos músculos e normalmente não associadas 

a áreas de lesão ou inflamação.  

 Talvez o alto percentual de células CD3
+
/CD117

+ 
na citometria seja resultado do 

enriquecimento desta população após a dissociação enzimática, uma vez que o tratamento 

com colagenase pode levar à morte de outros tipos celulares que talvez estabeleçam interações 

célula-célula e célula-matriz extracelular mais fortes como fibroblastos, macrófagos, sub 

populações de células dendríticas, mastócitos. A dupla marcação destas células no tecido 

talvez mostre de forma mais definitiva a frequência desta população nos músculos.   

 Células progenitoras Sca-1
+
 estão presentes tanto no coração como nos músculos 

esqueléticos e são capazes de se diferenciar em células musculares segundo a literatura. Nos 

músculos esqueléticos estudados observamos por citometria de fluxo uma população de células 

progenitoras hematopoiéticas: Sca-1
+
/CD117

+
/CD3

-
/Mac-1

-
/CD19

-
/B220

-
 (Fig 6). Comparado 

aos músculos diafragma e solear, o músculo gastrocnêmio apresentou um baixo percentual 

dessas células (menos de 7%) nas idades estudadas. Tanto no músculo solear quanto no 

músculo diafragma observamos uma diminuição significativa (p< 0,05) entre as idades. O 

solear apresentou um percentual de 24,6% em 6 semanas diminuindo para 15%  em 12 

semanas e o músculo diafragma teve 26% em 6 semanas  diminuindo para 15% em 12 

semanas (Fig 6). 
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Figura 6: Análise por citometria de fluxo de células progenitoras hematopoiéticas no músculo 

esquelético: Os músculos gastrocnêmio, solear e diafragma de camundongos mdx/mdx foram coletados e 

dissociados por colagenase para obtenção e identificação 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 não 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 inflamação, regeneração ou fibrose. São necessários, por exemplo, experimentos de 

transferência adotiva dessas células marcadas com traçadores para avaliar se elas estão dando 

origem a fibras musculares.  

Uma melhor compreensão da natureza dos fatores responsáveis pela migração celular 

para os diferentes músculos e o entendimento da participação de células inflamatórias e 

progenitoras no processo de evolução da doença será inestimável na tentativa se estabelecer 

uma terapia capaz de reverter o processo patológico. 
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3 Perspectivas 

 

3.1 Aprofundar o estudo de sub populações de mastócitos na DMD através do bloqueio 

individual in vivo dos receptores de histamina H1, H2 e H3; 

 

3.2 Estudar o potencial de diferenciação em miofibras das células CD3
+
/CD117

+ 
e 

progenitoras hematopoiéticas (Sca-1
+
/CD117

+
/CD3

-
/Mac-1

-
/CD19

-
/B220

-
)  purificadas in 

vitro; 

 

3.3  Avaliar o perfil de citocinas liberadas pelas células CD3
+
/CD117

+ 
e progenitoras 

hematopoiéticas (TNF- , IFN- , IL-10, IL-4, IL-2, TGF-  e IL-1  no sobrenadante de 

células purificadas), e assim estudar sua possível influência sobre o microambiente 

muscular; 

 

3.4 Analisar a possível migração das células CD3
+
/CD117

+ 
e progenitoras hematopoiéticas 

para músculos esqueléticos. Para isso, serão necessários alguns experimentos de 

introdução dessas células em animais distróficos, como por exemplo: 

3.4.1 Transferência por via intravenosa de células de camundongos machos em fêmeas e 

busca dessas células em diferentes músculos esqueléticos, cardíaco, fígado e baço pela 

marcação do cromossomo Y; 

3.4.2 Avaliação do mesmo objetivo indicado acima, mas usando o modelo de enxerto 

ectópico de músculos esquelético (de macho) no pavilhão auricular (de fêmea) na 

tentativa de se manter o microambiente original das células progenitoras, sem 

dissociação enzimática. 
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RESULTADOS SUPLEMENTARES 

 

 

Parte II 

 

1. Material e Métodos 

 

1.1 Animais 

Foram utilizados camundongos isogênicos mdx/mdx e C57BL10/J machos com 2, 6, 

12, 24 e 48 semanas de idade fornecidos pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório 

(CECAL) da Fundação Oswaldo Cruz. Os camundongos foram mantidos em adaptação no 

setor de experimentação animal do Laboratório de Biologia Celular por 5-7 dias e todos os 

experimentos foram feitos conforme a resolução 196/96 do Ministério da Saúde, sendo o 

projeto aprovado (0308/06) pela Comissão de Ética para Utilização de Animais  (CEUA) da 

Fundação Oswaldo Cruz. 

 

1.2 Análise Histotológica 

 Os camundongos foram eutanaziados com CO2 e os músculos gastrocnêmio, solear e 

diafragma foram removidos, congelados em nitrogênio líquido e incluídos em OCT (Sakura, 

Torrance, EUA). Foram feitos cortes de 10 m para coloração por hematoxilina e eosina (HE)  

para análise quantitativa das áreas de inflamação, regeneração e inflamação/regeneração. A 

quantificação de cada parâmetro foi feita pela delimitação de cada área identificada em 

relação à área total do corte. Foram consideradas como: área de inflamação, grupos com mais 

de dez células inflamatórias agrupadas (Fig 1A); área de regeneração, grupos de miofibras 

com nucleação central (Fig 1B) e área de inflamação/regeneração grupos de com mais de dez 

células inflamatórias associadas a miofibras com nucleação central (Fig 1C). A delimitação 

das áreas foi feita por toda a extensão do corte e a quantificação foi feita com o programa 

Scion (Scion Program, National Institutes of Health, Image Program).  
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Figura 1: Representação da análise quantitativa das diferentes áreas do processo inflamatório e 

regenerativo em músculos esqueléticos: A análise foi feita através da identificação de áreas de 

inflamação (A), regeneração (B) e inflamação/regeneração (C) em músculo gastrocnêmio. Coloração com 

hematoxilina-eosina. Barra: 100 m 
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1.3 Análise de Ultra-estrutura 

Fragmentos de 1-2 mm dos músculos gastrocnêmio, solear e diafragma foram lavados 

três vezes em solução salina tamponada com fosfato (PBS) e fixados com 2,5% de 

glutaraldeído (Sigma) em tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2 por 1h a 4°C. Os 

fragmentos foram então pós-fixados por 30 minutos à temperatura ambiente em solução 

contendo OsO4 1% (Merck, Darmstadt, Alemanha), ferricianeto de potássio 0,8% (Sigma) e 

CaCl2 5 mM em tampão cacodilato 0,1M (Sigma). Ferricianeto de potássio e cloreto de cálcio 

foram adicionados para uma melhor vizualização e preservação de estruturas membranares. O 

material foi então desidratado em concentrações 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 à temperatura ambiente e incluído em resina Polybed 812. A polimerização 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 microscópio 

eletrônico de transmissão Zeiss EM-10C (Zeiss, Alemanha). 

 

1.4  Imunomarcação  

 Cortes congelados de músculo esquelético de camundongos mdx/mdx e C57Bl/10 com 

10 m de espessura foram fixados em acetona e mergulhados em PBS por 5 minutos. A 

inibição de peroxidase endógena foi feita com solução a 3% peróxido de hidrogênio (Merck 

do Brasil) por 30 minutos, seguida por lavagem em PBS por 5 minutos e incubação por 30 

minutos a 37
o
 C com PBS contendo 2% de albumina bovina (BSA fração V, Sigma Chem. 

Co., EUA). Em seguida, os cortes foram incubados separadamente com os anticorpos 

primários anti-iNos e anti-LC3 ambos feito em coelho (Sigma)  por 1 hora a 37
o
C. Após três 

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

úmida com anticorpos secundários (anti coelho peroxidase (Santa Cruz) para iNos e anti 

coelho FITC (Sigma) para LC3) diluídos em PBS por 1 hora à temperatura ambiente. As 

lâminas 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 microscópio de luz Axioplan 2 Zeiss (Zeiss, 

Alemanha). As lâminas incubadas com LC3 foram montadas e visualizadas em microscópio 

Confocal LSM510 Meta Zeiss. 
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1.5  Avaliação de apoptose 

 Cortes congelados de músculos esqueléticos foram utilizados para a avaliação de 

apoptose através da visualização de fragmentação da cromatina (kit de TUNEL peroxidase) 

de acordo com as instruções do fabricante (Roche).   

 

1.6 Quantificação de citocinas 

 Camundongos mdx/mdx e C57Bl/10 de 6 e 12 semanas de idade foram extensivamente 

retroperfundidos pela aorta com PBS e em seguida os músculos gastrocnêmio, solear e 

diafragma foram retirados. As proteínas totais das amostras foram extraídas em tampão de lise 

contendo inibidores de proteases (leupeptina, PMSF, pepsitatina e aprotinina) e dosadas pela 

técnica de Lowry. Em seguida, os níveis das citocinas IL-6 (Interleucina-6), IL-10, MCP-1( 

Proteína quimioatraente de monócito-1), IFN-g (Interferon-g), TNF (Fator de necrose 

tumoral) e IL-12p70 foram avaliados por citometria de fluxo utilizando o kit CBA FLEX 

(inflamação 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 C57Bl/10 com 6, 

12, 24 e 48 semanas de idade obtidos a partir de punção cardíaca sem heparina. A atividade 

sérica da enzima creatina quinase (CK) isotipo esquelético (CK-NAC) foi utilizada como 

indicativo da destruição de fibras esqueléticas. A enzima catalisa a fosforilação da creatina 

gerando fosfocreatina e ADP além de outros produtos finais como D-ribose-5fosfato, CO2 e 

NADPH. O aumento dos níveis de NADPH é determinado fotometricamente e é diretamente 

proporcional à atividade da enzima. As leituras são feitas com 5 l de soro + 100 μl do 

reagente de trabalho fornecido pelo fabricante (LabTest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As 

amostras são mantidas por 15 minutos à temperatura ambiente e em seguida são feitas 6 

leituras sucessivas com intervalos de 1 minuto em espectofotômetro de placa a 340 nm  

(Molecular Device – VERSAmax microplate reader). Estes valores de absorbância referentes 

à leitura de NADPH são expressos como diferenças de leitura a cada minuto ( E/min). 
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1.8 Análise estatística  

          O teste t de Student foi utilizado para comparar dois grupos de dados e os valores de p 

estão indicados nas legendas das figuras.  
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2 Resultados e Discussão 

 

A coloração por HE foi utilizada com o objetivo de mostrar a morfologia dos 

músculos esqueléticos de camundongos normais utilizados como controle (C57Bl/10) (Fig 2) 

e avaliar as principais alterações morfológicas relacionadas com os processos inflamatório e 

regenerativo em camundongos mdx/mdx.   

 

 

 

Figura 2: Histologia do músculo esquelético de camundongos normais: Os músculos gastrocnêmio 

(A), solear (B) e diafragma (C) de camundongos C57Bl/10 de 6 semanas, foram coletados, cortados e 

corados com hematoxilina-eosina. Os resultados são representativos de pelo menos três camundongos 

por idade. Barra: 100 m  
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Nos camundongos distróficos, podemos observar que o músculo gastrocnêmio 

apresenta extensas áreas em regeneração caracterizadas por fibras com nucleação central tanto 

em 6 (Fig 3A) como em 12 semanas (Fig 3B). Já o músculo solear apesar de apresentar 

regiões em regeneração em 6 e 12 semanas como o músculo gastrocnêmio, observamos 

regiões em regeneração esparsas e pequenas (Fig 3C e 3D). O músculo diafragma apresentou 

regiões com intensa inflamação em 6 semanas (Fig 3E e 3F) e em 12 semanas extensas áreas 

com inflamação, áreas com grupos de células em regeneração e regiões específicas de células 

inflamatórias associadas a células em regeneração que denominamos de área de 

inflamação/regeneração.  
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Figura 3: Análise histológica do músculo esquelético: A análise das alterações histológicas dos músculos 

gastrocnêmio (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 coloração com hematoxilina-eosina. Características morfológicas gerais: 

infiltrado inflamatório (seta), e célula muscular regenerando (cabeça de seta) foram identificadas em três 

camundongos por idades. Barra: 100 m.  
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Apesar da idade de 6 semanas ser considerada como período inflamatório e a idade de 

12 semanas como período regenerativo, podemos observar que nessas idades os músculos 

esqueléticos estudados apresentaram períodos inflamatórios e regenerativos diferenciados. O 

músculo gastrocnêmio apresentou um percentual de 34,9% de áreas em regeneração em 6 

semanas com um aumento significativo de 61% em 12 semanas e baixos percentuais de áreas 

com inflamação e inflamação/regeneração nas duas idades (menor que 4%)(Fig 4A). O 

músculo solear apresentou um percentual de áreas em regeneração de 43% diminuindo 

significativamente para 17% entre as idades de 6 e 12 semanas. Embora o músculo solear 

apresente baixos percentuais das outras áreas, observamos uma diminuição significativa dos 

percentuais nos animais mais velhos (áreas com inflamação: 6,8% em 6 semanas para 1,5% 

em 12 semanas) (áreas inflamação/regeneração: 4,5% em 6 semanas para 0,9% em 12 

semanas) (Fig 4B). O músculo diafragma, que é considerado o mais afetado pela doença, 

apresentou uma alta variação de percentual da áreas nas idades estudadas. Observamos em 6 

semanas um percentual de regiões com inflamação de 11,3% e regiões com regeneração de 

3%.  Em 12 semanas observamos regiões com inflamação (4,2%), regeneração (12,2%) e  

inflamação/regeneração em 12 semanas (14%) (Fig 4C). 

Comparando-se as diferentes áreas caracterizadas neste trabalho, podemos observar 

que os músculos gastrocnêmio e solear apresentaram altos percentuais de áreas com células 

em regeneração tanto em 6 como em 12 semanas (Fig 4Ae 4B). Diferente dos outros 

músculos, o diafragma apresentou baixos percentuais de áreas em regeneração (Fig 4C).   
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Figura 4: Análise quantitativa das diferentes áreas do processo inflamatório e regenerativo em músculos 

esqueléticos: Quantificação das áreas de inflamação, regeneração e inflamação/regeneração quantificadas 

nos músculos gastrocnêmio (A), solear (B) e diafragma (C) em camundongos de 6 e 12 semanas de idade. 

Cada barra representa a média do percentual da área identificada por corte e foram  utilizados  pelo 

menos 3 camundongos por idade. * p<0,05  
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Através da análise histológica dos tecidos, observamos que tanto células inflamatórias 

quanto fibras em regeneração frequentemente apresentavam aspecto danificado e que 

poderiam estar em processo de morte. Decidimos então fazer a análise ultraestrutural do 

músculo diafragma em 6 e 12 semanas de camundongos mdx/mdx e observamos  um grande 

número de vacúolos com estruturas membranares internas ou vesículas (Fig 5C e 5F). Como 

esperado, o músculo diafragma dos camundongos C57Bl/10 não apresentou alterações 

estruturais, sendo evidenciado pelas estriações e mitocôndrias normais (Fig 5A e 5B)  
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Figura 5: Análise ultra-estrutural do músculo diafragma: Fragmentos de músculo diafragma foram 

coletados de animais de 6 semanas de camundongos C57Bl/10 (A e B) e mdx/mdx (C-F) e processados 

para análise por microscopia eletrônica. Características morfológicas gerais: vacúolos (estrelas);  

vesículas dentro de vacúolos (cabeça de seta) e degradação de miofibrila (setas) foram identificadas 

em três camundongos por idade. Barra: 10 m (A e C), 50 m (B, D – F). 
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   Estes dados iniciais indicam alterações morfológicas semelhantes ao padrão de 

morte por autofagia e nos indicam que as vias de indução de morte das fibras ainda deve ser 

melhor avaliado. A literatura aponta a morte necrótica 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: Quantificação de lesão muscular: O plasma de 24 camundongos mdx/mdx ou 

C57Bl/10/idade, como indicado, foi coletado e a atividade enzimática de CK-NAC foi quantificada em 

6 leituras consecutivas (ΔE/min.), como indicado pelo fabricante. * p<0,05 quando camundongos 

mdx/mdx são comparados com C57Bl/10 de mesma idade e # p<0,05 quando comparados mdx/mdx de 

idades diferentes. 

 

 

Certamente uma avaliação sistemática dos diferentes tipos de morte celular que possam 

ocorrer, ou não, nas fibras pode revelar alternativas de controle de lesões primárias destas células 

na DMD. Por esse motivo iniciamos o estudo da ocorrência de apoptose (TUNEL) e autofagia 

(marcação por anti LC3) nas nossas amostras de músculo esquelético. Em miosites, por exemplo, 

foi demonstrado que não há níveis relevantes de apoptose em fibras musculares e isso ocorre 

devido a um grande aumento na expressão de moléculas bloqueadoras de apoptose como FLIP e 

IAP. Da mesma forma, em nossos dados de avaliação de apoptose, não observamos fibras adultas 

TUNEL
+
 nos músculos gastrocnêmio (Fig 7A e 7B), diafragma (Fig 7D e 7E) e solear (dados não 
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mostrados) em animais de 6 (Fig 7A e 7D) e 12 semanas (Fig 7B e 7E). Observamos algumas 

marcações pontuais em regiões de células inflamatórias, porém em número apenas um pouco 

maior no músculo diafragma em 6 semanas (Fig 7D). Como esperado, os animais controle não 

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

 

 

 

 

Figura 7: Avaliação de apoptose em músculos esqueléticos: A avaliação de apoptose foi feita pela identificação de 

células positivas para TUNEL (cabeça de seta) em músculo gastrocnêmio (A e B) e músculo diafragma  (D e E) de 

camundongos mdx/mdx de 6 (A e D) e 12 semanas (B e E) e músculo gastrocnêmio (C) e diafragma (F) de animais 

C57 Bl/10 de 12 semanas. Os resultados são representativos de pelo menos três camundongos por idade. Barra: 

100 m.  

 

 

Apesar de termos observado raras marcações para apoptose em fibras musculares, 

observamos muita marcação para LC3 em células aparentemente associadas a infiltrados 

inflamatórios (áreas de inflamação/regeneração) com aspecto de fibras jovens/pequenas, mas 

também em algumas regiões com fibras adultas em camundongos mdx/mdx de 12 semanas (Fig 

8). Como esperado, não observamos marcação de LC3 em animais C57Bl/10 (Fig 8A e 8B).  O 

músculo gastrocnêmio mostrou altos níveis de marcação por anti LC3 em áreas de 

inflamação/regeneração (Fig 8C) e em fibras adultas (Fig 8D e 8E). No músculo diafragma 

A B 

D E 

C 

F 



  

   

 

 

99 

 

também houve marcação associada a áreas de extensas lesões com muita inflamação e fibras em 

degradação (Fig 8F e 8G). Apesar de nossos dados sugerirem a morte de fibras e células 

inflamatórias por autofagia, é necessário ter cautela na interpretação destes dados. Por 

microscopia eletrônica observamos a formação de vacúolos em fibras maduras e morfologia 

associada sugestiva de morte. Porém, células musculares em diferentes estágios de maturação 

podem responder de forma diferente ao estímulo autofágico. Por exemplo, este estímulo em 

mioblastos ativados (precursores de fibras) pode não necessariamente estar associada à morte 

celular, mas, por exemplo, ao processo de diferenciação. A autofagia é uma via fisiológica que 

ativa inclusive transcrição gênica e pode, por exemplo, estar associada à ativação de fatores 

transcricionais da miogênese como MyoD, Pax7 e Myf5, e não à morte. São necessários 

experimentos adicionais in vitro, por exemplo, com estímulos brandos de autofagia em 

mioblastos e avaliação das repostas celulares. 
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Figura 8: Avaliação de autofagia em músculos esqueléticos: A avaliação de autofagia foi feita através 

da expressão de LC3 no músculo gastrocnêmio (A) e diafragma (B) de animais C57BL10 e no 

músculo gastrocnêmio (C-E) e diafragma (F e G) de animais mdx/mdx. Os resultados são 

representativos de pelo menos três camundongos de 12 semanas de idade. Barra: 20 m (A-C e G), 

50 m (D – F).  Marcação de LC3 em células do infiltrado inflamatório (seta) e em fibras adultas 

(cabeça de seta). 
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 Todos os aspectos de morte celular discutidos no presente trabalho sofrem grande 

influência dos níveis e perfil de citocinas produzidos no processo inflamatório e regenerativo 

e este é um aspecto muito importante na avaliação de qualquer doença inflamatória crônica. 

Comparado a camundongos controle (Fig 9A e 9B), observamos altos níveis de TNF e IFN-  

em animais de 6 (Fig 9C) e 12 semanas (Fig 9D) no músculo diafragma (p<0,005) e no 

sangue de mdx/mdx (dados não mostrados). Entre 6 e 12 semanas também houve um aumento 

significativo (p<0,005) nos níveis de IFN- no músculo diafragma (Fig 9C e 9D). A 

quantificação de citocinas também está sendo feita nos músculos gastrocnêmio e solear, mas 

dados iniciais demonstram altos níveis de IFN-  nesses músculos em animais de 6 semanas. 

Não 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 possível 

que a maior parte das citocinas detectadas esteja sendo produzida pelas células inflamatórias 

ou mesmo pelas próprias fibras ativadas.  
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Figura 9: Análise quantitativa de citocinas em músculos esqueléticos: Produção de citocinas no músculo 

diafragma de camundongos C57Bl/10 de 6 (A) e 12 semanas (B) e mdx/mdx de 6 (C) e 12 semanas (D). 

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

comparados os níveis de IFN-  de camundongos mdx/mdx entre as idades e p<0,005 quando 

comparados os níveis de IFN- e TNF entre camundongos mdx/mdx e C57Bl/10 de mesma 

idade. 



  

   

 

 

102 

 

Dados anteriores da literatura indicam que a exposição ao IFN e TNF, como 

evidenciado nos músculos (Fig 9), pode estimular a produção de iNOS (Fig 10), o que pode 

contribuir para a morte das fibras musculares em camundongos distróficos. Devido então ao 

perfil de citocinas encontrado, decidimos avaliar a expressão de iNOS nos músculos e 

observamos marcação difusa quase que exclusivamente nas áreas de infiltração inflamatória 

em quase todas as amostras, com exceção do músculo solear que  não apresentou marcação na 

idade de 12 semanas (Fig 8H).  Podemos observar ainda que houve uma aparente diminuição 

de iNos entre os  animais de 6 e  12 semanas de idade nos músculos esqueléticos estudados 

(Fig 10). 

 

Dentre as células mielóides, os macrófagos, em particular, compõem uma das 

principais populações inflamatórias na distrofia, os quais podem secretar diversas citocinas e 

também expressar iNOS. Níveis mais elevados de NO podem levar a reações posteriores com 

oxigênio e radicais superóxido, gerando ainda espécies altamente reativas adicionais. Além 

disso, NO, peroxinitrito e outros podem induzir dano mitocondrial, alterações em ácidos 

nucléicos, perda de integridade de membrana plasmática, morte celular e inibição da síntese 

de DNA.  
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Figura 10: Expressão de iNOS em músculos esqueléticos:  A presença da enzima iNOS foi avaliada em 

camundongos mdx/mdx nos músculos gastrocnêmio (A e B),  diafragma (D e E) e solear em 6 (G, e H) e 

camundongos C57 Bl/10 de 12 semanas (C,F e I). Os resultados são representativos de pelo menos três 

camundongos por idade. Barra: 100 m 
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3 Perspectivas 

  

3.1  Avaliar se há níveis elevados de expressão das moléculas FLIP e IAP (inibidores 

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

 

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

autofágicos brandos e avaliação de resposta celular; 

 

3.3 Análisar as amostras de microscopia eletrônica das áreas dos tecidos onde vimos 

ativação de LC3; 

 

3.4 Quantificar citocinas como TNF e IFN nos músculos gastrocnêmio e solear de 12 

semanas de idade. 
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4 DISCUSSÃO 

A distrofia muscular do tipo Duchenne (DMD) é uma doença sistêmica que afeta de 

maneira distinta os diferentes tipos de músculos esqueléticos e o cardíaco. Essa diferença nos 

músculos se refere à capacidade regenerativa, extensão da resposta inflamatória, destruição 

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 diferenças desses microambientes.  

Nas idades estudadas no nosso modelo experimental, o coração apresentou lesões 

inflamatórias de menor gravidade comparadas ao tecido esquelético. Uma comparação da 

extensão da área ocupada por células inflamatórias/fibrose nos diferentes tecidos mostrou que no 

coração de animais com até 48 semanas há apenas 8% de acometimento em relação à área total. 

Por outro lado, nos músculos esqueléticos gastrocnêmio, solear e diafragma essas alterações 

ultrapassam 50% da área total do músculo nos animais com 12 semanas. Porém, mesmo tendo 

uma progressão mais lenta, 10 a 40% dos pacientes com DMD morrem de insuficiência cardíaca. 

Dentre as diferenças estruturais dos músculos esqueléticos e cardíaco podemos destacar, 

por exemplo, a estrutura das suas células. Diferente das fibras multinucleadas do músculo 

esquelético, os cardiomiócitos apresentam um ou dois núcleos e as células são separadas umas 

das outras por discos intercalares. Em segundo lugar, na ausência de distrofina os cardiomiócitos 

têm uma relação estiramento-tensão, antes do rompimento, maior que camundongos controle, 

enquanto que nas fibras esqueléticas de mdx/mdx esta relação é menor, mostrando uma maior 

susceptibilidade destas. Em terceiro lugar, o padrão de expressão da distrofina é distinto nos dois 

tecidos, pois no músculo esquelético a distrofina está concentrada nos costâmeros e 

curiosamente no coração do roedor ela é uniformemente distribuída ao longo do sarcolema e não 

há preferência pelos costâmeros. Outra diferença é a presença de distrofina na membrana dos 

túbulos T no coração. Embora ainda não esteja clara a implicação destas diferenças estruturais 

na progressão mais precoce das lesões nos músculos esqueléticos, é provável que pelo menos em 

parte haja uma correlação.  

A perda da distrofina aparentemente leva à uma desestabilização do sarcolema e maior 

propensão à lesão per si em fibras esqueléticas e cardíacas. Entretanto, outros fatores 

secundários à perda da distrofina podem afetar a suscetibilidade das células ao dano. Embora 

ainda não tenham sido feitos estudos comparativos entre as fibras, atualmente se sabe que a 

ausência da distrofina leva a níveis mais elevados de Ca
2+

 no citoplasma de fibras esqueléticas, o 

que pode contribuir para a morte celular e maior dano. O aumento do Ca
2+

 pode ser pelo simples 
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influxo extracelular por descontinuidades do sarcolema e/ou pela ativação de canais de Ca
2+ 

específicos ativados por estiramento [155]. Este influxo pode levar à ativação de proteases como 

a calpaína e ainda à elevação dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) por disfunções 

em mitocôndria, por exemplo, também elevando a propensão à morte. 

O tipo de morte celular das fibras ainda pode ser mais estudado, embora seja um consenso 

que a morte necrótica seja a principal via [156], a ocorrência de apoptose ou mesmo autofagia 

não é clara. Pelo menos em miosites, por exemplo, foi demonstrado que não há níveis relevantes 

de apoptose em fibras musculares [157, 158] e isso ocorre devido a um grande aumento na 

expressão de moléculas bloqueadoras de apoptose como FLIP e IAP. Certamente uma avaliação 

sistemática dos diferentes tipos de morte celular que possam ocorrer, ou não, nas fibras na DMD 

pode revelar alternativas de controle de lesões primárias destas células. Por esse motivo 

iniciamos o estudo da ocorrência de apoptose (marcação por TUNEL) e autofagia (marcação de 

LC3) nas nossas amostras e observamos que raramente há células TUNEL
+
 em qualquer músculo 

ou idade estudada. Por outro lado, observamos muita marcação para LC3, sobretudo em fibras 

jovens pequenas aparentemente associadas a infiltrados inflamatórios, mas também em algumas 

fibras adultas. É preciso cautela na interpretação destes dados, pois a ativação da via de autofagia 

não necessariamente é associada à morte celular, uma vez que é uma via fisiológica que ativa 

inclusive transcrição gênica e pode, por exemplo, estar associada à diferenciação miogênica e não 

morte. São necessários experimentos adicionais in vitro com estímulos brandos de autofagia em 

mioblastos e avaliação das repostas celulares, se haverá morte ou diferenciação, por exemplo. 

Independente das diferenças dos tecidos musculares e das alterações secundárias à perda 

da distrofina no processo de morte de fibras musculares, a este processo se segue a infiltração 

inflamatória que também é diferenciada em termos de extensão e cinética. Embora a resposta 

inflamatória cardíaca seja mais branda e muito menos estudada que a resposta esquelética, 

ambas são caracterizadas por altas concentrações de células mielóides, incluindo neutrófilos, 

eosinófilos, mastócitos e principalmente macrófagos e fibroblastos, de acordo com nossos dados 

e a literatura [103, 104, 106, 107, 159].  

Dentre as células mielóides, os mastócitos, em particular, compõem uma das principais 

populações inflamatórias em diversas doenças crônicas, inclusive a DMD. Já foi demostrado em 

camundongos mdx/mdx que o bloqueio farmacológico funcional destas células com cromoglicato 

de sódio (um bloqueador de desgranulação) aumenta a força de contração muscular e reduz 

necrose das fibras [115, 160]. Também já foi descrito que há um aumento numérico [103, 161] e 

funcional [162] destas células em mdx/mdx em relação aos controles C57Bl/10, provavelmente 
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levando à maior lesão de fibras na distrofinopatia [116]. No presente trabalho, porém, nós 

mostramos pela primeira vez alterações nas sub populações reveladas pela coloração especial 

que se baseia nos componentes dos grânuulos [113]. Observamos que na verdade há aumento 

numérico total de mastócitos nos músculos esqueléticos de camundongos mdx/mdx. Houve o 

aumento destas células no gastrocnêmio (média do número de células/campo) (C57Bl/10 x 

mdx/mdx (6 semanas) = 0,3 x 0,5), (C57Bl/10 x mdx/mdx (12 semanas) = 0,3 x 0,9), no solear 

(C57Bl/10 x mdx/mdx (6 semanas) = 0,5 x 0,9), (C57Bl/10 x mdx/mdx (12 semanas) = 0,6 x 1),  

e no diafragma (C57Bl/10 x mdx/mdx (12 semanas) = 0,3 x 0,6). Há uma redução no diafragma 

(C57Bl/10 x mdx/mdx (6 semanas) = 1,3 x 0,5), justamente a idade e o músculo mais afetado na 

doença. Estes dados nos sugeriram que talvez o simples aumento no número destas células não 

seja suficiente para contribuir para uma maior lesão muscular, mas também a modulação de uma 

sub população específica de mastócitos. De fato, utilizando a coloração especial nós observamos 

que apenas no diafragma de animais de 6 semanas há uma redução de mastócitos de fenótipo 

MMC e híbrido quando comparamos com controles C57Bl/10. Estes dados indicam uma 

complexidade adicional na análise destas células e que sub populações específicas devem ser 

sempre estudadas em qualquer situação patológica.  

Os macrófagos também já foram descritos na DMD como células com potencial 

citotóxico sobre fibras musculares, sobretudo porque após inativação destas células houve menor 

destruição de fibras. Embora os mecanismos não sejam claros, é possível que a liberação de 

níveis mais elevados de ROS e TNF, por exemplo, participem do processo. Além disso, nossos 

dados sugerem que de fato haja altos níveis de ROS no ambiente muscular, pelo menos cardíaco, 

uma vez que observamos diversos corpos lipídicos no citoplasma das células que compõem os 

infiltrados. 

Observamos ainda raros polimorfonucleares nos músculos esqueléticos estudados através 

da análise morfológica e nossos dados estão de acordo com a maior parte da literatura. Exceto os 

trabalhos que indicam um número mais elevado de neutrófilos em camundongos mdx/mdx por 

citometria de fluxo [163] e por histologia [104], ambos do mesmo grupo. Similar ao descrito 

para músculos esqueléticos na literatura em geral, observamos principalmente macrófagos e 

fibroblastos nos infiltrados inflamatórios dos camundongos mdx/mdx com papel ainda 

desconhecido no coração. 

Interessantemente, observamos no coração de camundongos mdx/mdx por microscopia 

eletrônica um perfil de morte de células inflamatórias, aparentemente macrófagos, que se 

assemelha à necrose por haver perda de integridade de membrana plasmática e organelas. Dados 
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muito recentes da literatura estão esclarecendo o envolvimento do inflamasomo num tipo de 

morte celular observado em macrófagos chamado pironecrose que é independente de caspases e 

com perfil morfológico igual ao que observamos. O inflamasomo é um complexo multiproteico 

que pode ser ativado em diversas situações infecciosas ou não e é considerado um dos resultados 

da exposição celular a sinais de perigo endógenos e exógenos [164]. Diferentes famílias de 

proteínas participam deste processo e da família NLP o componente mais conhecido é a NLPR3 

(também chamada de criopirina), cuja ativação leva à associação com a proteína adaptadora 

ASC, a qual se liga à pro-caspase 1 para a sua ativação e produção de IL-1β 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 infecção com 

Klebsiella pneumoniae [165] e Neisseria gonorrhoeae [166]. Também se sabe que a pironecrose 

é muito observada em monócitos de pacientes com mutações no gene humano que codifica a 

NLRP3 (NLRP3/CIAS1), levando a uma síndrome caracterizada por febre periódica chamada 

CAPS (CIAS1-associated periodic syndrome) [167]. Em todas as situações onde se observa a 

pironecrose há liberação de HMGB1 (high mobility group protein B1). Esta proteína tem várias 

funções em macrófagos, como organização da cromatina e regulação da transcrição, mas quando 

liberada após morte celular tem potente ação pró inflamatória possivelmente pela interação com 

TLRs. Neste momento podemos apenas especular se a morte semelhante à necrose que 

observamos no miocárdio de mdx/mdx é pironecrose ou não, mas independente da via, 

certamente a perda de integridade de membrana de leucócitos no tecido estimula ainda mais a 

resposta inflamatória e lesões secundárias nas fibras.  

Além das diversas possibilidades de indução de lesão de fibras citadas acima, 

principalmente baseadas em células mielóides, é possível ainda que células linfóides também 

exerçam atividade citotóxica. Os linfócitos T CD8
+ 

são descritos como capazes de promover a 

patologia nos camundongos mdx/mdx por mecanismos indiretos, como recrutamento de outras 

células inflamatórias, uma vez que a depleção dessas células reduziu a concentração de outras 

células como eosinófilos [104]. Pode haver ainda lesão por mecanismos diretos dependentes de 

contato físico com a célula alvo e liberação de componentes de grânulos citotóxicos contendo 

perforina [119]. A perforina é uma molécula lítica que aparentemente permite a liberação de 

granzimas endocitadas para o citoplasma da célula alvo, levando à ativação de caspases, à própria 

atividade semelhante à caspase da granzima B e apoptose [120, 168].  
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A participação de linfócitos T CD4
+ 

na DMD foi avaliada através da depleção desse tipo 

celular em camundongos mdx/mdx e essa depleção reduziu em torno de 60% o dano muscular 

[73]. 

Nossas análises de células linfóides por citometria de fluxo no músculo cardíaco e nos 

músculos esqueléticos corroboram a idéia de investigar melhor estas sub populações nos 

diferentes músculos. Nossos resultados usando camundongos mdx/mdx de 6 semanas mostraram 

um enriquecimento precoce de linfócitos T CD4 e CD8 no coração e um baixo percentual dessas 

células nos músculos esqueléticos estudados. Observamos ainda um pico único de linfócitos T  

em 12 semanas no tecido cardíaco. Ainda é desconhecido o papel das células T  na distrofia 

muscular e não há relatos na literatura abordando estas células na DMD. Sabe-se que essas 

células participam de doenças infecciosas podendo ter papel regulatório como na infecção por L. 

monocytogenes [133] ou atividade citotóxica contra macrófagos peritoneais infectados com 

Listeria [134].  Elas também estão envolvidas em doenças autoimunes como a artrite reumatóide 

e poliomiosite idiopática [169]. Um artigo recente mostra o primeiro caso de cardiomiopatia 

dilatada mediada por células T  e a análise histológica neste trabalho mostrou que a maioria das 

células presentes no infiltrado eram células T . Diferente de outros casos de cardiomiopatia 

dilatada, a terapia com imunossupressor melhorou significativamente a doença [169]. No modelo 

de miocardite induzida por vírus Coxsackie B3 a função imunomodulatória de células T  fica 

bem ilustrada [135]. Neste trabalho foi mostrado que estas células são capazes de matar células T 

CD4
+
 protetoras (IL-4

+
) mas não CD4

+
 consideradas patogênias (IFN-γ

+
) através de interação 

dependente de Fas/Fas-L, enriquecendo o miocárdio na população patogênica e aumentando a 

miocardite. Embora ainda não tenhamos investigado o papel das células T  no coração, é 

plausível sugerir que essas células possam estar influenciando na redução de células αβ no tecido, 

uma vez que a redução das células T αβ coincide com o pico das T . Esta atividade moduladora 

poderia ser por atividade citotóxica direta ou por imunoregulação de outra natureza, como por 

exemplo através da secreção de citocinas como IL-10 e TGF-β.  

Há referências na literatura a uma população linfóide muito menos conhecida de células 

CD3 positivas, mas CD4 e CD8 negativas, chamadas de células T duplo negativas (TDN). Estas 

células são bastante comuns em baço e sangue de camundongos deficientes em Fas ou Fas-L e 

também em pacientes com mutações nestas moléculas (síndrome autoimune linfoproliferativa – 

ALPS). Embora a consequência fisiológica do acúmulo destas células não seja clara, elas 

parecem ser policlonalmente ativadas e têm pouca capacidade proliferativa in vitro [170]. Nosso 

grupo publicou recentemente a ocorrência de células TDN no tecido cardíaco de camundongos 
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BALB/c após a infecção 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 têm 

modulação negativa na expressão de diversas moléculas como LFA-1, ICAM, CD2 e CD69 em 

comparação aos camundongos BALB/c infectados. Embora também ainda não esteja clara a 

função destas células na infecção, este fenótipo em gld/gld não compatível com células 

ativadas/memória, a maior produção de IL-10 no tecido e a menor miocardite nesses 

camundongos infectados sugerem um papel patogênico na infecção dependente de Fas/Fas-L. 

Outros dados da literatura mostram que células TDN (TCR
+
) possuem função regulatória e 

desempenham um papel importante no desenvolvimento de tolerância após 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]. 

Nós observamos um percentual superior a 40% de células TDN na região de linfócitos nas 

análises por citometria de músculos 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 não seria esperado que fosse expresso em células T. Embora ainda não tenhamos 

avaliado a origem destas células em camundongos mdx/mdx, a injeção intratímica de FITC em 

camundongos infectados por T. cruzi nos indicou que são de origem tímica (dados não 

publicados). Muito recentemente foi publicado em camundongos mdx/mdx que de uma população 

de 3% de células T encontradas em músculo esquelético, aproximadamente metade era de células 

TDN [163]. Foi mostrado ainda que estas células produzem altos níveis de osteopontina, uma 

citocina capaz de induzir quimiotaxia de células do sistema imune e sobrevida. Uma das razões 

para a diferença 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 nós começamos 

nossas avaliações em animais de 6 semanas, alguns dos nossos dados mostram que mesmo 

intervalos pequenos podem levar a diferenças significativas. Uma outra possibilidade pode ser a 

região de análise dos gráficos de citometria. Nossa análise foi feita considerando apenas a região 

de linfócitos enquanto que no artigo citado os pesquisadores consideraram toda a região do 

gráfico onde havia células vivas.  

De uma forma geral, ainda é necessário aprimorar o estudo da relevância individual das 

populações celulares encontradas no coração e nos músculos esqueléticos em diferentes idades. A 

eventual eficácia de futuros tratamentos, exclusivos ou complementares, baseados na resposta 

imunológica da DMD pode depender da identificação de cada tipo celular, bem como da 

compreensão profunda de seus mecanismos funcionais na patologia. Células inflamatórias podem 
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desempenhar potencialmente diferentes papéis no processo da doença, incluindo: promoção de 

necrose e fibrose, imunomodulação ou mesmo promoção do reparo muscular [163]. Diversos 

trabalhos já demonstraram que intervenções experimentais in vivo que reduzem ou inibem 

diferentes tipos de células imunológicas podem reduzir a patologia muscular no camundongo 

mdx/mdx como: depleção de células T CD8
+
, células T CD4

+
, macrófagos, eosinófilos, 

neutrófilos e inibição de mastócitos. Estes estudos suportam uma importância muito grande do 

sistema imune como um fator que pode agravar a distrofia muscular e sugerem que as 

intervenções que têm por alvo essas células podem fornecer benefícios terapêuticos. Certamente 

estabelecer um padrão de comparação dos diferentes tipos celulares encontrados em diferentes 

tipos de músculo pode ser um caminho para se entender por que um músculo pode ser mais 

afetado do que outro na DMD e como reverter o processo.  

Como dito anteriormente, os estágios iniciais da doença são caracterizados por inúmeros 

focos de mionecrose que progridem para repetidos ciclos de degeneração. Este fato exaure a 

capacidade regenerativa das CS e afeta o músculo diafragma e o coração de forma 

irreversível, levando à morte por falência cardiorrespiratória [173]. Desta forma, além de 

estudar os mecanismos primários de morte de fibras e resposta inflamatória, é necessário 

estudar também os mecanismos e populações celulares envolvidas na regeneração do tecido.  

Células progenitoras Sca-1
+
 estão presentes tanto no coração como nos músculos 

esqueléticos e são capazes de se diferenciar em células musculares [68]. Observamos 

diferentes populações de células Sca-1
+ 

nos
 

músculos estudados e variações dos seus 

percentuais em diferentes tempos da doença. Nos músculos esqueléticos observamos uma 

população Sca-1
+
/CD3

-
/Mac-1

-
/CD19

-
/B220

-
/CD117

+ 
enquanto que no coração encontramos 

diferentes fenótipos de células Sca-1
+ 

como: B220
+
/CD117

-
 em  6 semanas, B220

+
/CD117

+
 

em 12 semanas e células B220
-
/CD117

+
 em 24 e 48 semanas. Embora células Sca-1

+ 
tenham 

capacidade regenerativa descrita, ainda não sabemos se essas células identificadas em nossos 

estudos de fato se diferenciam ou se apenas liberam fatores que contribuem para a 

regeneração ou fibrose. Além disso, mesmo que se diferenciem é necessário se estabelecer se 

há diferenciação em fibras musculares. São necessários, por exemplo, experimentos de 

transferência adotiva dessas células marcadas com traçadores para avaliar se elas estão dando 

origem a fibras musculares. 

 Ensaios clínicos em doenças cardiovasculares utilizando principalmente células 

derivadas de medula óssea e mioblastos esqueléticos sugerem que a geração de 

cardiomiócitos é baixa e os mecanismos de ação predominante dessas células transplantadas 

envolvem efeitos parácrinos, onde a secreção de fatores produzidos pelas células tronco seria 
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o principal mecanismo responsável pelos efeitos benéficos [174, 175]. Em modelos animais 

de infarto do miocárdio ainda não se sabe os mecanismos responsáveis pela regeneração 

tecidual e melhora funcional com injeção de células tronco [176]. Em 2006, Gnecchi propôs 

que o efeito resultante da terapia com células tronco ocorre através de um mecanismo de ação 

de uma proteína chamada AKT-1 que controlaria vias de sinalização que poderiam acarretar 

em diminuição da morte celular e aumento da proliferação de células progenitoras cardíacas 

[177]. Por outro lado, a injeção de mioblastos, por exemplo, para regeneração de músculos 

esqueléticos por via intravenosa ou intraperitoneal normalmente leva ao seu acúmulo em 

chamados órgãos de filtração como fígado e baço. Contudo, certamente o melhor método para 

restaurar o músculo esquelético danificado seria através do transplante de células miogênicas, 

preferencialmente produtoras de distrofina. CS e mioblastos já foram utilizados em ensaios 

clínicos em DMD, no entanto os resultados desses estudos não têm sido muito encorajadores, 

pois poucos mioblastos ou CS sobrevivem e proliferam após o transplante [178]. Em contraste 

com as SC que facilmente podem se diferenciar em miócitos em cultura, células tronco 

adultas comportam-se de maneira diferente e podem exigir mais sinais para iniciar a cascata 

de diferenciação miogênica [179]. O transplante de células tronco derivadas de medula óssea 

ou a linhagem MDSC tiveram uma capacidade regenerativa limitada e os camundongos 

distróficos não tiveram muita melhora. Isto pode ser explicado também pelo fraco 

recrutamento dessas células tronco para o músculo distrófico [69]. Uma melhor compreensão 

da natureza dos fatores responsáveis pela migração celular para os músculos e sua 

diferenciação será inestimável na tentativa de melhorar a terapia de células tronco para 

doenças musculares.  

Nossos dados de imunohistoquímica também mostram a presença de células progenitoras 

e CS nos diferentes músculos esqueléticos estudados. Interessante é que o percentual desses dois 

tipos de células varia de acordo com a idade e com o músculo estudado. Parece haver um perfil 

de ativação dessas células relacionado com o grau de dano do tecido, uma vez que por exemplo 

o músculo diafragma é considerado o mais afetado enquanto que o solear é um dos menos 

afetados. Através de nossos dados pudemos observar que mioblastos ativados marcados com 

NCAM estão presentes no músculo solear com 2 semanas, enquanto que no diafragma essas 

células só aparecem com 12 semanas de idade. Com relação às células Sca-1
+
 observamos uma 

quantidade muito maior no músculo diafragma (acima de 2000 células/mm
2
) do que no músculo 

solear (300 células/mm
2
) na idade de 12 semanas. A idade de 12 semanas é considerada a fase 

regenerativa da doença, mas nossa análise histológica mostra que os diferentes músculos 

estudados estão em diferentes estágios neste período. Através da nossa análise do percentual de 
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área observamos um predomínio de área regenerativa no músculo gastrocnêmio e solear, mas no 

músculo diafragma o percentual de área inflamatória ainda é muito extenso.  É interessante 

associar a presença de células tronco com o perfil do músculo observado. O diafragma, que 

apresenta intensa inflamação e fibrose no decorrer da patologia, apresenta um grande número de 

células Sca-1
+
 e ativação de células satélites somente com 12 semanas de idade. Estudos com 

camundongos Sca-1
-/- 

mostraram que esses animais tiveram dificuldade no processo de 

regeneração muscular, desenvolvendo fibrose logo após a lesão. Neste trabalho, os autores 

sugerem que a ausência de Sca-1 reduz a atividade de metaloproteases [68]. Esses dados 

corroboram com nossas observações sobre o aumento de células Sca-1 associado ao aumento da 

atividade MMP-9 nos diferentes músculos esqueléticos no período de regeneração. Em um 

modelo de lesão muscular por esmagamento, o músculo solear apresentou uma extensa fibrose 

comparada com o músculo extensor longo digitiforme, o que foi correlacionado com uma 

redução da atividade MMP-2 [180]. A redução da atividade das MMPs foi ainda previamente 

correlacionada com aumento da fibrose no músculo esquelético [68]. Além disso, 

metaloproteases (MMPs) têm sido descritas como importantes na migração de células tronco 

para os pontos de dano e remodelamento na regeneração. Na verdade, observamos que a 

atividade de MMP2, que é constitutiva dos músculos, é alta em animais ainda com muito poucos 

sinais da doença, mas há uma alteração nesse perfil e animais de 8 semanas com 

mionecrose/inflamação passam a ter mais atividade MMP9. O diafragma mais uma vez é 

diferenciado e em todas as idades teve alta expressão de MMP2, podendo correlacionar também 

com a maior lesão. Um outro possível resultado da ativação de MMPs no músculo seria a 

clivagem e liberação de fatores de crescimento a partir da proteólise de componentes da ECM. 

Estes fragmentos são sinais crípticos, os quais são fragmentos normalmente não expostos na 

molécula integra, mas que são liberados após digestão por MMPs. Por exemplo, a clivagem da 

cadeia 2 de laminina expõe um sítio que promove a migração de células epiteliais e fragmentos 

de colágeno e laminina têm diversas implicações na ativação de células tumorais e migração na 

formação de metástases através de receptores como de EGF (fator de crescimento epidermal) 

[181-183].  

Todos os aspectos inflamatórios e de regeneração discutidos no presente trabalho sofrem 

grande influência dos níveis e perfil de citocinas localmente produzidos e este é um aspecto 

muito importante na avaliação de qualquer doença crônica. Embora estejamos concluindo os 

experimentos de análise do perfil de citocinas, observamos um aumento de TNF e IFN-γ em 

animais de 6 semanas e principalmente de 12 semanas no músculo diafragma e miocárdio (após 
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perfusão) e no sangue de mdx/mdx. Esse aumento coincide com a grande atividade inflamatória 

observada e com o aumento da atividade de MMP9, células em regeneração NCAM
+
 e células 

progenitoras Sca-1
+
, por exemplo.  

Todos estes resultados demostram a complexidade da doença e a importância do estudo 

das diferenças do microambiente e dos diferentes tipos celulares encontrados nos músculos 

esqueléticos e cardíaco. Estabelecer um padrão de comparação das  diferenças observadas, pode 

ser um bom começo para o estabelecimento de terapias complementares mais eficientes. 
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5 CONCLUSÕES 

 

1-     O coração apresenta lesões inflamatórias de menor gravidade que o tecido esquelético 

nas idades estudadas; 

2-     Existe uma cinética específica de migração de células linfóides, mielóides e progenitoras 

hematopoiéticas para os diferentes tecidos, cujas funções ainda devem ser exploradas; 

3-    O perfil de regeneração evidenciado pela marcação de células satélites/mioblastos 

ativados com NCAM e Sca-1 nos músculos esqueléticos mostrou um padrão diferenciado 

entre os diferentes músculos estudados nas diferentes fases da miopatia; 

4- A avaliação de mastócitos na DMD não deve se restringir à quantificação, mas também 

levar em conta as sub populações destas células que podem modular de forma diferenciada a 

progressão da doença;  

5- Nossos parâmetros inflamatórios baseados na atividade de MMPs, quantificação de 

citocinas, avaliação de mastócitos e outras células linfóides e mielóides, por exemplo, 

mostram que a idade de 12 semanas no camundongo mdx/mdx é uma fase muito ativa da 

doença. Esta fase pode ser utilizada como um bom modelo para estudos de possíveis terapias 

imunomodulatórias; 

6- Nossos dados indicam que há diferentes padrões de morte de fibras musculares na DMD. 

Observamos poucas células em apoptose, mas altos níveis de indicadores de necrose e, 

sobretudo, a ativação de autofagia em mioblastos ativados e fibras maduras. 
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