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RESUMO

SILVA, J. B. Influéncia da auséncia de distrofina sobre o desenvolvimento
cartilagineo do processo condilar da mandibula de camundongos mdx.
[Influence of absence of dystrophin on development of cartilage of the mandibular
condyle of mdx mice]. 2013. 95 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca de carater hereditario
recessivo ligado ao cromossomo X, que determina a auséncia da distrofina, a
responsavel pela progressiva degeneracdo muscular observada no DMD. Embora
nao expresse o fendtipo, a camundongo mdx apresenta a auséncia da distrofina e o
mais comum modelo animal experimental para estudar as repercussées da DMD em
muitos 6rgados. Este estudo foi realizado na cartilagem do processo condilar da
mandibula de mdx, um importante sitio de crescimento craniofacial. Assim, o PC dos
mdx de 4 (G1) e 10 (G2) semanas e dos respectivos controles (camundongos
C57BL/10 mice) foram avaliados usando as técnicas de microscopia de luz (H.E,
Picrosirius e Safranina-O) e de imunohistoquimica (IGF-l e IGF-IR). Em ambos os
grupos, ndo houve diferengca estatisticamente significante na area do PC e
comparagédo aos controles. O numero de e a area dos condrécitos, bem como, a
quantidade de matriz extracelular (MEC) foram menores nos grupos mdx. A
imunorreatividade para ambos, IGF-1 e IGF-IR, proporcionalmente maiores nos
grupos mdx. Os dados quantitativos e a predominancia do colageno tipo | nos
grupos mdx, sugere um processo precoce de envelhecimento na cartiiagem do PC

desses animais.

Palavras-chave: Cartilagem condilar da mandibula. Camundongos mdx. IGF-Il. IGF-
IR. Colageno.



ABSTRACT

SILVA, J. B. Influence of dystrophin absence on cartilage development of
mandibular condyle of mdx mice. [Influéncia da auséncia de distrofina sobre o
desenvolvimento cartilagineo do processo condilar da mandibula de camundongos
mdx]. 2013. 95 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a recessive hereditary disease linked to
X-chromosome that determines the dystrophin absence, the responsible for
progressive muscle degeneration observed in DMD. Although not exhibit the
phenotype, the MDX mouse reveal absence of dystrophin and is the most common
experimental animal model for DMD studies in many organs. This study was
performed in the articular cartilage of the mandibular condylar process (PC) of MDX,
an important site of craniofacial growth. Thus the PC of MDX and respective controls
(C57BL/10 mice) were evaluated at the ages of 4 (G1) and 10 (G2) weeks using light
microscopy (H.E, Picrosirius e Safranin-O) and immunohistochemical (IGF-I1 e IGF-
IR) techniques. In both groups, there was no statistical significant difference in PC
area of the mdx and the respective controls. The number and area of the
chondrocytes, as well as the amount of extracellular matrix (MEC) were lower in MDX
groups. The immunoreactivity for both, IGF-I and IGF-IR, were proportionally higher
im MDX groups. The quantitative data and the predominance of collagen type | fibers
in the MDX groups suggest a premature aging process of the PC in these animals.

Keywords: Cartilage of the mandibular condyle. mdx mice. IGF-l. IGF-IR. Collagen
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1 INTRODUCAO

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca de carater
hereditario recessivo ligado ao cromossomo X, que resulta em miopatia grave,
caracterizada por progressiva degeneracdo muscular (BACCARI et al., 2007).
Nos portadores de DMD ha a falta ou mesmo a reducdo da expressédo da
proteina chamada distrofina, o que leva a reducdo do complexo de proteinas
ligadas a distrofina, causando alteracdes e/ou destruicdo entre o citoesqueleto
e a matriz extracelular da membrana plasmatica, levando a ruptura e necrose
de fibras musculares (MATSUMURA; CAMPBELL, 1994; TINSLEY et al.,
1994).

Tem sido descrito que a distrofina apresenta um papel estrutural, pois
atua como uma ligagédo entre a actina do citoesqueleto e a matriz extracelular
(ERVASTI; CAMPBELL, 1991; 1993) e, quando associada a glicoproteina atua
na maturacdo dos receptores de membrana nas juncdes neuromusculares
(PILGRAM et al., 2010).

Muitos estudos avaliaram os efeitos da DMD sobre os musculos
esqueléticos e, consequentemente, sobre a acdo no aparelho locomotor
(HAYES, et al., 1993; REZVANI et al., 1995; CORNU, et al., 2001; KONHILAS
et al., 2005; MARDEN et al., 2005; RATEL et al., 2006) influenciando, inclusive,
a mecanica cardiorrespiratoria (NIGRO et al., 1990; BOLAND et al., 1996;
GOMEZ-MERINO; BACH JR, 2002; FINSTERER; STOLLBERGER, 2003;
ISHIHATA, 2003; FINSTERER, 2006). Segundo UEKI et al. (2007) é possivel
observar fraqueza também na musculatura da mastigacdo, podendo em
decorréncia dessa situagdo desenvolver-se disfagia ou dificuldades na
alimentacdo, em decorréncia de distarbios estruturais e neurologicos
envolvidos no processo da degluticdo (AMERICAN SPEECH-LANGUAGE-
HEARING ASSOCIATION, 2004). De fato, em pacientes com DMD as
dificuldades durante a degluticdo iniciam-se na primeira década de vida, a partir
dos 18 anos de idade e, tende a agravar com o avancar da idade (PANE et al.,
2006).
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Pesquisas em humanos e animais tém demonstrado que os musculos da
mastigacdo, como o masseter e temporal, quando enfraquecidos, alteram o
posicionamento da mandibula em relagdo a maxila (MOSS; RANKOW, 1968;
SUBTELNY, 1970; WEIJS; HILLEN, 1984; VAN SPRONSEN et al., 1992), e
pelo fato de alguns musculos estarem atrofiados e/ou necrosados como
observa-se na DMD, pode ocorrer um desequilibrio entre os musculos da
mastigacdo e os da musculatura da face, prejudicando desta forma, o
crescimento e o desenvolvimento craniofacial (KREIBORG et al., 1978).

Conforme Penarrocha et al. (1990) o equilibrio entre os muasculos da
face e os da mastigagdo € importante na manutencdo e, também, no
desenvolvimento da morfologia do esqueleto cefalico sugerindo, desta forma,
gue a DMD pode prejudicar o desenvolvimento craniofacial.

Véarias estruturas estdo envolvidas no processo de crescimento
craniofacial, dentre elas o processo condilar da mandibula (PC), cuja
remodelacdo ocorre por meio de um processo de aposicdo 0ssea (ENLOW,
1968; 1975). Nakano et al. (2009) destacaram a importancia do PC no
crescimento facial observando que apO6s a remocdo unilateral do mesmo,
ocorreu a diminuigdo do crescimento da mandibula como um todo.

A ontogénese do PC é diferente das outras cartilagens, por se
desenvolver depois do periodo pos-natal, esta possui uma fibrocartilagem que
€ periférica, que confere cobertura de tecido conjuntivo fibroso, e outra hialina
que é mais central (MIZOGUCHI et al.,, 1990) o que torna essa cartilagem
estruturalmente e funcionalmente diferenciada em comparagdo as demais
cartilagens dos membros e da cartilagem epifisial ou placa do crescimento
(HINTON; CARLSON, 2005). Sabe-se ainda, que as cartilagens primarias e
secundarias diferem-se também quanto a sintese de determinados fatores de
crescimento e a expressdo de alguns receptores (TAJIMA et al.,, 1998;
VISNAPUU et al., 2002).

O crescimento e desenvolvimento craniofacial, do qual o PC é um
importante sitio, é estimulado por alguns fatores intrinsecos como, por
exemplo, a carga genética e hormonal (ZHOU et al.,, 2005) e por fatores
extrinsecos como 0s mecanicos, nutricionais e fisicos (NEWMAN et al., 1982;
MOYERS, 1991; CHAI).
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Dentre os fatores intrinsecos destaca-se o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I), o qual exerce importante acdo sobre o
crescimento de diversos tecidos, entre eles, o tecido 0sseo. Neste tecido, o
IGF-I promove o crescimento longitudinal de ossos longos por estimular a
ossificacdo da cartilagem epifisial (FORTIER et al.,, 2011) e também, o
crescimento cartilagineo das superficies articulares dos ossos (OHLSSON;
VIDAL, 1998).

No metabolismo do tecido cartilagineo, o IGF-I atua no equilibrio entre
as acodes catabdlicas e anabolicas que ocorrem em sua estrutura (SUN et al.,
2008) tendo sido detectado na superficie da cartilagem articular do PC
(VISNAPUU et al., 2001). Assim, pesquisadores como MAOR et al. (1993A)
avaliando os efeitos do IGF-1 sobre a cartilagem do PC verificaram que a
adicdo de IGF-I in vitro tem efeito sobre a proliferacdo das células cartilagineas.

Segundo Bojrk e Helm (1967), durante os periodos pré-pubere e pubere,
a mandibula apresenta crescimento bastante expressivo e linear em ambos 0s
sexos, decorrentes da acdo hormonal aumentada nesta época da vida. A
literatura sugere que, por tratar-se de cartilagem mista, 0os mecanismos que
estimulam a proliferagdo das células cartilagineas do PC, podem estar
intimamente relacionados com aqueles que influenciam a proliferacédo celular
nas cartilagens cranianas (como por exemplo, a sincondrose esfeno-occipital) e
nos discos epifisiais (FUENTES et al.,, 2002), Logo, pode-se inferir que se
forem detectadas alteracbes no PC, outras estruturas como os discos epifisiais
de ossos longos também sdo comprometidas, determinando sérios prejuizos a
saude e a qualidade de vida dos portadores de DMD.

De acordo com Eckardt e Harzer (1996) e Cudny (1978) o tamanho do
cranio de individuos portadores de DMD é menor, quando comparado com
aqueles de individuos nao portadores da doenca, o que foi comprovado por
Matsuyuki et al. (2006), sugerindo que devido ao enfraguecimento da
musculatura a sua acao no cranio é comprometida e, consequentemente, o
desenvolvimento craniofacial.

Para Stutzmann e Petrovic (1985) as cartilagens possuem mecanismos
intrinsecos que controlam e ativam a sintese de pré-condroblastos, estruturas
importantes para o seu desenvolvimento. Tais mecanismos podem ser

influenciados por fatores externos como a forca ou estresse mecanico, o que
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reforca a hipétese de que a cartilagem do PC (assim como as demais do
organismo) sofre alteracdes decorrentes da fraca acdo muscular em portadores
de DMD.

Em estudos realizados em laboratorios de pesquisa, os efeitos da DMD
no organismo séo avaliados em modelos animais como o camundongo mdx, no
qual a mutagdo genética € espontanea. Esse espécime tem sido empregado
como referéncia, ndo somente para uma melhor compreensao da patogénese
da DMD, mas também para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
(WELLS; WELLS, 2005; BANKS; CHAMBERLAIN, 2008). Outro modelo como
0s cdes da raca Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) é também
utilizado (COLLINS; MORGAN, 2003; JAZEDJE et al., 2009); entretanto, deve-
se ressaltar que esses animais apresentam fendtipo bastante variado da
doenca (BANKS; CHAMBERLAIN, 2008) enquanto os camundongos mdx
exibem somente o genaotipo.

Apesar de cada modelo animal apresentar limitagdes, juntos eles sao
essenciais para o desenvolvimento de diversas estratégias terapéuticas que
buscam um substituto para a distrofina, ou uma barreira para a degeneracéao
muscular e consequente progressao da doenca (BANKS; CHAMBERLAIN,
2008). Todavia, mesmo com estudos tanto em animais, como em seres
humanos e in vitro, ndo ha ainda nos dias de hoje, um tratamento eficaz para a
cura da DMD (BANKS; CHAMBERLAIN, 2008).

Contudo, ndo existem muitos achados cientificos em que descrevam
como o tecido cartilagineo se desenvolve em portadores de DMD. A maioria
dos estudos avalia apenas o componente muscular (SANDRI et al., 1995;
MARDEN et al., 2005;). Embora os camundongos mdx nao expressem o
fendtipo caracteristico da DMD, alguns autores observaram que este animal
apresentava niveis séricos elevados de enzimas sarcoplasméticas e alteragcbes
morfolégicas semelhantes aos portadores de DMD (BULFIELD et al., 1984),
como severa degeneracdo muscular nos membros, presenca de fibrose e de
deposicao de tecido adiposo (BRIDGES, 1984). Ainda segundo Bridges (1984)
em animais de 8 a 30 semanas pode-se observar regeneracdo muscular o que,
em longo prazo, minimizaria os efeitos da falta de distrofina sobre aquele
tecido, sendo este o fato que levaria os animais a ndo expressarem o fenotipo
de portadores de DMD.
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Assim, no presente estudo deu-se preferéncia ao camundongo mdx
pela viabilidade e disponibilidade no meio cientifico, e pela homogeneidade
fenotipica, o que proporciona maior confiabilidade aos resultados.

Portanto, neste estudo foram analisados animais com 4 e 10 semanas
de idade, ou seja, animais pré-puberes e pds-puberes com o objetivo de avaliar
como o desenvolvimento cartilagineo do PC ocorre nestes animais. Assim, 0s
camundongos com 4 semanas de idade, considerados jovens, apresentariam
elevada carga hormonal em relacdo aos animais de 10 semanas de idade
considerados adultos jovens. Como descrito anteriormente, sabe-se que o0
desenvolvimento cartilagineo, em especial da estrutura objeto deste estudo
(PC) é diretamente influenciado por fatores intrinsecos, como a agdo hormonal,
e por fatores extrinsecos, como a acdo muscular (acdo mecanica) em conjunto,
influenciariam diretamente o processo de desenvolvimento craniofacial.

Segundo Ghafari e Cowin (1989) diminuicdo da massa muscular do
masseter, um importante masculo que atua no desenvolvimento do condilo da
mandibula, foi observada em animais mdx. Da mesma forma Eckardt e Harzer
(1996) e Cudny (1978) verificaram diminuicdo do tamanho do cranio em
animais portadores de DMD. Assim, acreditamos que estas alteracdes
musculares possam comprometer o desenvolvimento normal do PC, ja que
mudancas craniofaciais ja foram identificadas.

Desta forma, estudos que elucidem as repercussdes da auséncia da
distrofina, caracteristica de portadores de DMD, sobre o0s aspectos
morfolégicos envolvidos no desenvolvimento cartilagineo (craniofacial ou de
outras articulagbes), sdo fundamentais para a melhoria da qualidade de vida
desses portadores, pois 0s resultados dessa pesquisa poderiam dar suporte a
novos estudos que visem a melhoria das condic¢des clinicas desses individuos.
Ainda, baseados no fato de que na diminuicdo de estresse mecanico
decorrente da menor poténcia muscular dos individuos portadores da DMD
poderia interferir com a dinamica do crescimento craniofacial, o presente
estudo visa o entendimento do processo de desenvolvimento da cartilagem do

PC em um modelo de distrofina muscular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nessa revisao de literatura serdo abordados aspectos relevantes produzidos
pela comunidade cientifica sobre o0 assunto deste projeto de pesquisa.

2.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

Em uma reunido da Sociedade Real de Medicina e Cirdrgica em 1851,
Edward Meryon, um médico inglés, apresentou as caracteristicas clinicas de uma
determinada doenca que iniciava na infancia e que acometia a musculatura
esquelética, deixando-as fracas e, em consequencia disso, 0s portadores moriam
muito cedo (MERYON, 1851). Meryon (1851) notou que essa doenca tinha origem
familiar e acometia apenas 0s meninos. Investigando mais sobre tal condi¢c&o, foram
realizadas biopsias nas medulas espinais de individuos que morreram em
decorréncia desta e constatou-se que a mesma nao estava alterada, logo, concluiu
gue o os tratos e glanglios ndo estava associado com o surgimento dessa fraqueza
muscular e que se tratava de uma doenca de natureza puramente miogénica
(EMERY; EMERY, 1995). Afim de obter mais informacfes dessa enfermidade,
Meryon utilizou técnicas histologicas para avancar ainda mais nas caracteristicas
desta. Entdo, ele constatou que a membrana muscular estava desorganizada e
rompida, sarcomeros distorcidos e com aspecto granulado (EMERY, 2001). Essa foi
uma descoberta muito importante e inovadora para aquela época, apesar de ter
permanecido negligenciada por muito tempo por razbes desconhecidas. Entretanto,
apos 16 anos se passarem esta doenca foi associada ao francés Guillaume
Benjamin Amand Duchenne que Bach (2000) cita como alguém que esconde o
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mérito de outros autores e traz para si a gloria por “descobertas” feitas pelo proprio.
Duchenne utilizou as descobretas de Meryon como base, estabeleceu
caracteristicas clinicas e histolégicas para caracteriza-la, seu trabalho, “Recherches
sur la paralysie muscularie pseudo-hypertrophique ou paralysie myo-sclerosique”, foi
publicado em 1868 (EMERY, 2002).

A musculatura estriada esquelética € um tecido de extrema relevancia para
diversas funcdes metabdlicas, esse tecido, como outro qualquer, esta susceptivel a
alguns padecimentos, como por exemplo, a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
que é uma doenca de carater hereditario recessivo ligado ao cromossomo X
localizada na banda p21 de seu braco curto (BODRUG et al., 1987), ela é
caracterizada por uma progressiva degeneracdo muscular (BACCARI et al., 2007), e
atinge 1 em cada 3,500 meninos. A DMD nao apresenta caracteristicas evidentes
até os trés ou cinco anos de idade e quando os sintomas aparecem, iniciam-se pela
musculatura dos membros inferiores, consequientemente, os portadores apresentam
dificuldades em sua locomocdo e no ato de subir e descer escadas e,
posteriormente, esses pacientes se tornam dependentes da cadeira de rodas
(HOFFMAN; BROWN JR; KUNKEL, 1987; EMERY, 2002).

Nos individuos portadores da distrofia muscular de Duchenne ha auséncia ou
reducdo da expressao de uma proteina, a distrofina. Essa € uma proteina estrutural
da membrana plasmatica que atua na manutencdo da integridade da membrana
celular e resistindo as forcas mecanicas, esta proteina forma um complexo com
outras proteinas que conecta o citoesqueleto celular a matriz extracelular (LAW;
ALLEN; TIDBALL, 1994). Na auséncia desta proteina, a membrana celular torna-se
mais suscetivel a deformagfes estruturas, resultando em ruptura e necrose das
fibras musculares (MATSUMURA; CAMPBELL, 1994; TINSLEY et al., 1994). Além
de ser encontrada na membrana plasmatica, esta pode ser encontrada no sistema
nervoso central, porém em uma quantidade mais reduzida. Tal fato explica a
incidéncia de 20% dos portadores de Duchenne serem acometidos
neurologicamente e, em consequéncia disto, o quociente inteligéncia desses

garotos, geralmente, € menor que 70 (HSU, 2004).
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2.2 PROTEINAS ESTRUTURAIS DE MEMBRANA

Mantendo a integridade da membrana plasmatica das células encontramos
diversas proteinas, dentre estas a distrofina, uma proteina alongada que pesa 47
kD, possuindo uma parte central em forma de bastdo, uma regido carboxi-terminal,
que se liga ao complexo de glicoproteinas da membrana celular, e outra regido
animo-terminal que interage com os filamentos de actina da célula (GILLIS, 1996),
dessa forma, essa interacdo da distrofina como os elementos intra-celulares e
extracelulares promove uma estabilidade da membrana celular que a torna
resistente as forcas mecanicas. Juntamente com a distrofina encontram-se outras
proteinas estruturais como a distroglicana, que se liga aos componentes da matriz
extracelular (MEC) e com a laminina, assim aumentando a resisténcia da membrana
celular as cargas mecanicas (MATSUMURA et al., 1993). No musculo esquelético a
auséncia da distrofina causa ruptura da membrana sarcoplasmatica e a
degeneracdo desta estrutura que resulta em uma maior concentracdo dos niveis
séricos de enzimas citoplasmaticas caracteristicas do musculo esquelético (GLESBY
et al., 1988). Com essa membrana celular desorganizada e rompida, ha uma maior
liberacdo de ions célcio e essa alta concentracdo altera a homeostase intracelular
desse ion, tal alteracdo podera ativar as proteases dependentes de calcio que
desencadeiam processos degenerativos nas fibras musculares (DE BACKER et al.,
2002).

2. 3 DISTROFIA MUSCULAR E MUSCULOS DA MASTIGACAO

Muitos trabalhos desenvolvidos em humanos e animais tém demonstrado que
0s musculos da mastigacdo e da expressédo facial, como o masseter e temporal,
guando enfraquecidos, alteram o posicionamento da mandibula em relacdo a maxila
(MOSS; RANKOW, 1968; SUBTELNY, 1970; WEIJS; HILLEN, 1984; VAN
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SPRONSEN et al., 1992; SINSEL; OPDEBEECK; GUELINCKX, 2002), e pelo fato de
alguns musculos estarem atrofiados e/ou necrosados, como observa-se na DMD,
pode ocorrer um desequilibrio entre os musculos da mastigacéo e os da expressao
facial, prejudicando desta forma, o crescimento e o desenvolvimento craniofacial
(KREIBORG et al., 1978).

Considerando que a cartilagem do PC sofre influéncia de fatores hormonais e
mecanicos, seria esperado que musculos que atuam sobre a articulacdo
temporomandibular (ATM) exercam alguma influéncia sobre a estrutura da
cartilagem. Na tentativa de explicitar essa situagdo Yonemitsu, Muramoto e Soma
(2007) realizaram um experimento onde o masseter foi seccionado com o intuito de
cessar a estimulacdo mecanica sobre a cartilagem condilar, concluiu-se que a
atividade do masseter € importante para o crescimento normal da cartilagem, visto
que sem a forca muscular houve uma diminuicdo da espessura de algumas
camadas e da cartilagem como um todo. Outro trabalho interessante foi o realizado
por Sinsel, Opdebeeck e Guelinckx (2002) que constataram alteracdes morfoldgicas
em animais que tiveram paralisia na musculatura da expressao facial. Por outro lado,
forcas excessivas sobre a cartilagem estimulam os condrdcitos a aumentarem a
sintese do colageno tipo | e da fibronectina, isso implica prejuizos no crescimento
dessa estrutura (COPRAY; JANSEN; DUTERLOO, 1985). A cartilagem condilar é
bem conhecida por sua capacidade de se adaptar a partir de estimulos externos
durante e depois do crescimento (SHEN; ALI DARENDELILER, 2005). J4 esta bem
sedimentado que mudancas na direcdo da forca aplicada sobre a cartilagem do PC
alteram o seu tamanho total (LIU; KANEKO; SOMA, 2007), a sua espessura, a taxa
de proliferacdo e o estado erosivo do osso subcondral (FUENTES et al., 2003;
SATO; MURAMOTO; SOMA, 2006), essas alteracbes sdo desencadeadas por
mudanca no posicionamento da mandibula em relacdo a fossa condilar do 0sso

temporal.

2. 4 DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO CONDILAR DA MANDIBULA
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A cartilagem do PC se origina de células derivadas da crista neural, esta se
diferencia das cartilagens que recobrem as superficies articulares das extremidades
articulares, como a cabega do fémur e da cartilagem epfifisial (YONEMITSU;
MURAMOTO; SOMA, 2007). As cartilagens da cabeca do fémur e da cartilagem
epifisial surgem no inicio do desenvolvimento embrionario e s&o consideradas como
remanescentes do esqueleto cartilagineo (VINKKA, 1982), por essa razdo, sao
chamadas de cartilagem primaria. A cartilagem secundaria, dentre elas a sutura
intermaxilar, sinfise mandibular e processo corondide da mandibula, surge no final
do periodo embrionario e inicio do desenvolvimento pés-natal (BERESFORD, 1981 ),
estas se desenvolvem nas margens dos ossos membranosos e sdo consideras
como transitorias, porém a cartilagem condilar da mandibula, apesar de ser
secundaria, n&o é transitéria (SHEN; ALI DARENDELILER, 2005). O processo de
desenvolvimento da cartilagem condilar ocorre por um processo de justaposicdo de
duas cartilagens: uma cartilagem hialina que é central e outra primaria que é fibrosa
que se localiza perifericamente, esta Gltima confere uma cobertura de tecido
conjuntivo fibroso (MIZOGUCHI et al, 1990), o que torna essa cartilagem
estruturalmente e funcionalmente diferenciada (HINTON; CARLSON, 2005). As
cartilagens primérias caracterizam-se por possuir um potencial de crescimento
independente e pela baixa sensibilidade aos horménios e fatores de crescimento,
enquanto a cartilagem secundéria é mais sensivel & acdo destes fatores, além de
ser susceptivel a alteragbes de forga mecanica que agem sobre a mesma, sendo,
por esses motivos, considerado um importante sitio de crescimento do esqueleto
cefalico (YONEMITSU; MURAMOTO; SOMA, 2007). Estas cartilagens diferem-se,
também, quanto a sintese de fatores de crescimento e a expressdo de alguns
receptores (TAJIMA et al, 1998; VISNAPUU et al., 2002). A cartilagem do PC
influencia no comprimento da mandibula, este crescimento varia de acordo com a
acao dos musculos da mastigacdo e da face, bem como o tipo de dieta (VAN ERUM
et al.,, 1997; KILIARIDIS et al., 1999; ZHOU et al., 2005), e a predisposicao genética
(PIRTTINIEMI et al., 2009).

2.5 CARTILAGEM CONDILAR
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A cartilagem condilar é diferenciada das demais cartilagens pela sua
composigdo bioquimica, pelo padréao de organizagao histoldgica, pelo metabolismo e
pelo comportamento frente a estimulos dos fatores de crescimento e estimulos
mecanicos (RAMIREZ-YANEZ, 2004, VON DEN HOFF; DELATTE, 2008). A
cartilagem condilar € composta por uma camada articular, responsavel pela
absorcado e dissipagédo de cargas compressivas, € outra cartilagem hialina, cuja
funcéo principal é a ossificagdo endocondral e um importante sitio de crescimento da
mandibula (RAMIREZ-YANEZ, 2004). Esta cartilagem & constituida de quatro
camadas de ceélulas bem organizadas e caracteristicas. Na camada articular
encontram-se, principalmente, fibroblastos, fibrocitos e colageno tipo |. Este
colageno resiste as forgas que atuam sobre essa camada durante movimentos
mastigatérios e outras forcas que agem sobre a cartilagem (HALL, 1995; RAMIREZ-
YANEZ, 2004), forma uma rede tridimensional na cartilagem, de tal forma que
dissipa as cargas atuantes nessa estrutura, além disso, proporciona uma baixa
permeabilidade que impede que o liquido intersticial flua por entre a trama colagena,
este aspecto confere uma caracteristica viscoelasticidade a cartilagem (MOW:;
ATESHIAN; SPILKER, 1993; KURODA et al.,, 2009). Entremeado nesta rede
colagena, estéo os fibrécitos que apresentam um aspecto fusiforme por esta sujeito
a cargas compressivas que atuam sobre a superficie articular (PIRTTINIRMI et al.,
19995). Inferiormente a articular (a), encontra-se a camada pré-condroblastica (pc)
que possui células indiferenciadas ou células mesenquimais com aparéncia semi-
elipisdide com citoplasma pouco evidente, tais células possuem potencial
proliferativo capazes de gerar fibroblastos ou condrécitos que podem ir para a
camada articular ou para a condroblastica (c). Nesta camada os condrdécitos podem
dividir-se em duas novas células que ficam juntas inicialmente, porém a medida que
estas amadurecem sintetizam matriz extracelular (MEC) e vao se afastando uma
das outras (ROSS; PAWLINA, 2012), este crescimento intersticial se torna possivel
porque a MEC da cartilagem condilar é distensivel. Esta camada contem os
condroblastos, células de aspecto esferoide com nucleo central prevalecendo sobre
o citoplasma, os condroblastos produzem os elementos que compéem a MEC, como

o colageno tipo Ill. A camada hipertréfica (h), que é caracterizada por condroblastos
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hipertrofiados com o loci prevalecendo sobre o nucleo e citoplasma, na parte inferior
desta camada nota-se o limite entre a cartilagem e o osso subcondral, motivo pelo
qual esta regido € conhecida como zona de ossificacdo endocondral (RAMIREZ-
YANEZ, 2004), nesta camada ha colageno tipo lll, em menor quantidade, que |he
confere elasticidade e maior resisténcia mecanica (PIRTTINIRMI et al., 1995).
Nessas duas ultimas camadas ha uma consideravel quantidade de proteoglicanas
(versicana, decorina e a agrecana que esta em maior concentracdo) envolvidas na
trama de colageno (ROTH et al., 1997; MAO; RAHEMTULLA; SCOTT, 1998), essas
moléculas contribuem para a integridade estrutural e funcional da cartilagem do PC
(KURODA et al., 2009).

2. 6 FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA E SEU RECEPTOR

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) € um horménio
importante no crescimento somatico, auxiliando também no desenvolvimento e da
maturacdo funcional do sistema nervoso, age na inibicAo da apoptose celular
(ANLAR; SULLIVAN; FELDMAN, 1999), no funcionamento adequado dos sistemas
imunologico, cardiovascular e reprodutor (ISGAARD et al.,, 1999). Em casos de
delecdo do gene do IGF-I, observa-se retardo mental, surdez neuro-sensorial, além
do retardo no crescimento corporal (DUAN; REN; GAO, 2010). Esse padrao de acéo
sistémica é observado porque o IGF-I é expresso em quase todos o0s tipos de tecido
e tipos celulares durante o desenvolvimento embrionario (BONDY et al., 1990). Este
fator também tem ac&o no crescimento de ossos longos, no disco epifisario e, em
tecido cartilagineo, estimulando o crescimento poés-natal dos condrécitos
(SCHEVEN; HAMILTON, 1993). Scheven e Hamilton (1991) observaram que a acao
IGF-I, no crescimento do processo condilar da mandibular, se dar principalmente nas

camadas pré-condroblastica e condroblastica da cartilagem do PC.
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O receptor do IGF-I, IGF-IR, é composto de duas subunidades, duas alfas que
sdo extracelulares e duas subunidades betas que sao transmembréanicas (LARON,
2001). As subunidades alfas possuem os receptores do IGF-I e sdo unidas por uma
ponte disulfeto, enquanto as subunidades betas sdo compostas por trés partes: uma
pequena parte extracelular, uma transmembranica e uma intracelular. A parte
intracelular estad intimamente relacionada com a enzima tirosina kinase, que
retransmite o sinal desencadeado pela ligacdo do IGF-1 em uma cascata intracelular
(LARON, 2001). O IGF-IR possui sete segmentos transmembranicos que estao
conectados internamente a uma proteina ligante de GDP (guanosina difosfato),
qguando ocorre uma ligacdo do fator de crescimento ao receptor, o0 GDP se dissocia
do complexo e ativa de uma enzima, adenilatociclase, que traduz o sinal do IGF-1 em
forma de um mensageiro secundario, os AMP’s ciclicos, que desencadeiam uma
cascata enzimatica que vai agir no nucleo estimulado a sintese de terminadas
proteinas (LEROITH et al., 1995; NELSON; COX, 2002).

Dependendo do local onde o IGF-I for sintetizado, observa-se um
determinado tipo de acgéo, ou seja, pode atuar de uma forma enddcrina, autécrina ou
paracrina (D’'ERCOLE; APPLEWHITE; UNDERWOOD, 1980; NILSSON et al., 1986).
Na camada pré-condroblastica da cartilagem do PC nota-se uma menor quantidade
de receptores do IGF-I, enquanto na camada condroblastica ha uma maior
concentracdo desses receptores (PATIL; SABLE; KOTHARI, 2012), tal disposicéo
evidencia o potencial proliferativo existente nessa camada condroblastica. O IGF-I
desempenha uma importante funcdo na matriz extracelular da cartilagem, pois atua
estimulando a sintese e o catabolismo dos proteoglicanos (MCQUILLAN et al,.
1986).

2. 7 MODELOS DE ANIMAIS DE DISTROFIA MUSCULAR
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Muitos modelos animais para a investigacdo da distrofia muscular foram e
estdo sendo estudados para se alcangar uma melhor compreensao e entendimento
dessa doenca. Esses modelos animais, em geral, apresentam alteracgdes fisiologicas
muito semelhantes as que s&o observadas em seres humanos e, por isso, eles
representam um modelo interessante para estudos genéticos, histopatologicos e
clinicos. A grande vantagem desses modelos animais é sua disponibilidade no meio
cientifico para realizar varias abordagens terapéuticas possibilitando avangos nessa
area (VAINZOF et al., 2008). O camundongo mdx (distrofia muscular ligada ao
cromossomo x de camundongos) é amplamente utilizado como modelo para estudar
a DMD. Esse modelo foi descrito pela primeira vez em 1984, onde alguns
pesquisadores observaram niveis séricos elevados de enzimas musculares como a
creatina kinase e a piruvato kinase, além de lesbes musculares caracteristicas de
portadores da DMD (BULFIELD et al., 1984). Por essas razées o camundongo madx

foi escolhido para ser o modelo de estudo da distrofia muscular de Duchenne.

Sicinski et al. (1989) fez uma analise molecular para tentar identificar onde
ocorre a mutagado do mdx, foi encontrado que esta ocorre pela substituicdo de uma
base nitrogenada no exon 23. Tal situagdo resulta em uma parada do codon do gene
da distrofina e tem como consequéncia a auséncia da proteina distrofia no musculo
esquelético (HOFFMAM; BROWN JR; KUNKEL, 1987). A auséncia da distrofina
pode afetar a posicdo de outras proteinas do complexo distrofina-glicoproteinas
(OHLENDIECK; CAMPBELL, 1991), consequentemente, havera lesées em

decorréncia da fragilidade da membrana celular.

Os camundongos mdx s&o um bom modelo animal para estudar a DMD, por
apresentar o desenvolvimento de fibrose muscular e degeneragéo muscular, todavia
nao apresentam o fendtipo caracteristico observado nos pacientes de DMD, como
uma fibrose intensa e substituicdo do tecido muscular por tecido adiposo, que,
consequentemente, causa uma pseudo-hipertrofia da musculatura (COOPER, 1989).
Quando se compara os camundongos mdx com os cachorros (distrofia muscular
ligada ao cromossomo x de cédo) da raca Golden Retriever, estes apresentam um
fendtipo bastante variado da DMD com fibrose severa, dificuldades durante a macha
(VAINZOF et al., 2008), além do custo elevado na manutencdo dos animais e da
dificuldade de manté-los em um local como um laboratério de pesquisa. Por tais

motivos se adotou os camundongos para realizar este projeto de pesquisa.
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3 PROPOSICAO

A fim de se avaliar se a cartlagem do PC de camundongos MDX é
susceptivel a auséncia de distrofina, com o emprego de técnicas rotineiras de
histologia e imunohistoquimicas serdo determinados, qualitativa e quantitativamente:

1. Os aspectos dos componentes celulares e da estrutura de colageno;

2. A expressao do IGF-I e de seu receptor (IGF-IR).
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no uso de
animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo (FMVZ/ USP), sob o protocolo 2175.2011.

4.1 PROCEDENCIA DOS ANIMAIS E FORMACAO DOS GRUPOS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos C57BL/10 normais
(grupo controle - ¢) e da linhagem mdx (portadores de distrofia muscular — grupo
experimental - e) provenientes do biotério da Associacdo de Amigos dos Portadores
de Distrofia Muscular (AADM) em parceria com a Universidade de Ribeirdo Preto
(UNAERP), do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorios (CECAL) da Fundacao
Oswaldo Cruz.

Acomodados em gaiolas de polipropileno com uma grade metalica, cada uma
contendo de quatro a cinco individuos, os animais dos dois grupos foram mantidos
no biotério do Departamento de Anatomia Humana do Instituto de Ciéncias
Biomédicas Ill da Universidade de S&o Paulo sob condicbes controladas de
temperatura (entre 23° e 25°C), e luz com ciclos claro/ escuro de 12 horas, sem

restricdes de racdo e dgua (Figura 1).

Figura 1 — Camundongo C57BL/10 (A) e gaiola onde os animais foram mantidos (B)
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Para a formacéo dos grupos (n=5), os animais foram divididos de acordo com
a sua condicdo (normal e portador de distrofia) e a idade (4 semanas - fase pre-
pubere, e 10 semanas — fase pos-pubere). Desta forma, obteve-se os seguintes
grupos: ¢4 — cmundongos normais, com 4 semanas de idade; e4 — camundongos
mdx, com 4 semanas de idade; ¢10 — cmundongos normais, com 10 semanas de

idade, e e10 — camundongos MDX, com 10 semanas de idade.

4.1.1 ESTRATEGIA PARA A DETERMINACAO DO NUMERO DE ANIMAIS

O numero de animais submetidos as diferentes técnicas foi determinado de
acordo com o preconizado por CRUZ-ORIVE e WEIBEL (1990), relativamente ao
aumento ou diminuicdo de determinado parametro. Desta forma, estabeleceu-se
como probabilidade para que isto ocorra P=0,5.

Ao se determinar um numero de 5 animais por experimento, tivemos:

P= (0 5)eventos

P=(0,5)°,
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P= 0,03, sendo P<0,05

4.2 OBTENCAO DO PROCESSO CONDILAR DA MANDIBULA (PC)

Para a remocéo bilateral do PC dos animais de todos os grupos (c4; e4; c10;
e10) os mesmos foram eutanasiados em camara de diéxido de carbono (CO,) do
Biotério do Departamento de Anatomia — ICB-USP e imediatamente submetidos a
uma cirurgia, que constou das seguintes fases: identificado o arco zigomatico
através da palpacao, realizou-se inferiormente a este, uma inciséo ventro-dorsal na
pele da regido pré-auricular, a fim de se expor o arco zigomatico e o musculo
masseter, que foi removido juntamente com o0s musculos pterigéideos lateral e
medial. Em seguida, apds aberta a capsula articular da ATM, realizou-se uma
seccdo obligua na mandibula, desde o processo coronoide até o angulo da
mandibula, a fim de se tracionar e retirar cuidadosamente o PC no sentido lateral
(Figura 2).
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Figura 2 — Etapas da obtencao do PC nos diferentes grupos (C4, C10, E4 e E10)

524 23 22 2120 18 18 17 18 15 14 13

A) Material cirdrgico utilizado; B) Animal posicionado ao lado de uma régua utilizada para
a determinacdo de seu comprimento. Notar a proporcao da cabeca; C) Exposicdo do
arco zigomatico (seta amarela) e do misculo masseter (seta vermelha); E) Exposicéo do
ramo da mandibula (seta amarela) e da articulacdo temporomandibular (circulo), apos
remocao do arco zigomatico e do m. masseter; F) Exposicdo da fossa mandibular (seta
amarela) e do PC (seta vermelha), apo6s incisdo na capsula articular (seta preta); G) PC
(seta preta) removido, evidenciando-se o seu revestimento cartilagineo (seta amarela).

4.3 MICROSCOPIA DE LUZ
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A fim de serem submetidos as diferentes técnicas rotineiras de microscopia
de luz, os PCs direito e esquerdo dos animais de todos os grupos foram fixados por
imersdo em solucdo de Bouin durante 8 horas. Em seguida, os espécimes foram
descalcificados de acordo com o preconizado por Morse (1945), sendo imersos por
um periodo minimo de 90 dias em uma solug¢édo contendo 50% de &cido férmico e
20% de citrato de sddio, trocada em intervalos de 48 horas. Depois de confirmada a
descalcificacdo, avaliada através de teste do conteddo mineral de cada espécime
(que consistiu em se adicionar a solucao descalcificadora uma solucao de oxalato de
amonio a 5%), os mesmos foram lavados em agua destilada, desidratados em série
crescente de alcodis (do 70% ao absoluto) durante 30 minutos, diafanizados em xilol
por 30 minutos, e incluidos em parafina. Cortes semi-seriados de 5 um no plano
sagital foram realizados em um microtomo (Leica SM 2000 R) e, apos

desparafinados, foram submetidos as diferentes técnicas.

4.3.1 TECNICAS ROTINEIRAS

Foram empregadas as coloragbes da hematoxilina-eosina (HE) para
avaliacdo dos tecidos em geral; da Safranina-O (Sigma), para a evidenciacao da
matriz cartilaginea (LUNA, 1968), e do picrosirius avaliado sob luz polarizada, a fim
de se distinguir o tipos de fibras colagenas (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI,
1979).

4.3.2 IMUNOHISTOQUIMICA
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A imunorreatividade dos espécimes ao IGF-I e IGF-I R (receptor) foi
detectada, apdés o seguinte processamento dos cortes: 1 - reidratacdo, com a
passagem em série decrescente alcoois (do 70% até o 50% - 2 min. cada) seguida
por uma lavagem em agua destilada por 5 minutos; 2 - Desmascaramento antigénico
com pepsina 0,4% em Hcl 0.01 N; 3 — Passagem em peroxido de hidrogénio & 3%
em metanol por 5 minutos; 4 — Lavagem em PBS por 5 minutos; 5 — Bloqueio de
proteinas com leite desnatado em PBS; 6 — secagem das I&minas; 7 - incubagao em
soro de cabra (S-1000, Vector), na propor¢édo 1:5 em solugdo tamponada com
fosfato pH 7,3 (PBS) a 37° C por 1 hora.

Em seguida, para a marcagdo do IGF-l e de seu receptor foram utilizados
anticorpo anti-IGF —I e anti-IGF —IR (Santa Cruz Biotechnology - Santa Cruz, CA), na
diluicdo 1:250, que por prévia titulacdo foi considerada a mais adequada para ambas
as substancias. Todas as reagdes foram acompanhadas por uma ou mais laminas
controle, submetidas a todas as etapas do procedimento suprimindo-se, entretanto,
a aplicacéo do anticorpo primario.

As laminas assim tratadas foram incubadas com o anticorpo primario, nas
diluicbes descritas anteriormente, por 2 horas a 4° C em camara Umida.
Posteriormente, as mesmas foram lavadas em PBS (4x10 min) e incubadas em anti
mouse de igG biotinilado (H-70 — Santa Crus, Biotechnology) na propor¢ao de 1:200;
lavadas com Triton a 0,01% diluido em PBS (3x10 min); incubadas em Vectain ABC
diluido em tampao fosfato por 30 minutos; lavadas com PBS por 5 minutos; reagidas
com DAB (Vector Laboratories) por 8 minutos; logo depois passaram pelos

procedimentos histolégicos e montagem das laminas.

ApoOs montados entre 1amina e laminulas com Entellan (Merck), os espécimes
corados pelas técnicas rotineiras de histologia e de imunohistoquimica foram
avaliados sob um microscépio binocular (Axioscope 40, Zeiss), acoplado a um

sistema de analise de imagem (Axiovision Rel. 4.81).

4.4 ESTUDO QUANTITATIVO

' Carl Zeiss
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Para a determinacdo dos aspectos morfométricos, foram utilizadas as laminas

coradas pelo método da H.E., e imunorreativas ao IGF-l e ao IGF-IR.

4.4.1 AREA DA CARTILAGEM DO PC

Em imagens obtidas do PC nas laminas coradas com HE, determinou-se a
area da cartilagem do PC (em mm?), com o auxilio do programa Axiovision Rel. 4.8
(Figura 3).

Figura 3 — Determinagdo da area da cartilagem do PC

442 ANALISE ESTEREOLOGICA PARA A DETERMINACAO DA DENSIDADE DA
MATRIZ CARTILAGINEA DO PC

A fim de se estabelecer o menor tamanho da amostra para esta densidade,

passivel de ser analisado com resultados estatisticamente significativos, adotou-se a
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regra da amostra progressiva (MANDARIM-DE-LACERDA, 1991). O exemplo a
sequir, aplicado ao animal 1 é valido para os demais (2 a 5).

C 1
Corte 1 ——> { ampo

Corte 2 Campo 2
Lamina1—=———> < Corte 3
Lamina 2 Corte 4
Animal 1 Lamina 3 Corte 5
Lamina 4
Lamina 5

Como, com essa metodologia, seriam contados 50 campos por animal (ou seja,
250 campos para um grupo de 5 animais, um ndmero extremamente excessivo)
aplicou-se a seguinte férmula, preconizada por HALLY (1964):

1-Vv
n

EPR =

Desta forma, estabeleceu-se preliminarmente, em alguns campos, a densidade
de volume dos condrdcitos (Vv), de acordo com um sistema teste (Pt) contendo 80
pontos, conforme ilustra a figura 4.

Figura 4 — Campo microscopico da parte média da cartilagem condilar da mandibula, com o sistema
teste de 80 pontos
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(Safranina-O. Barra de calibragdo 50 ym)

De acordo com esse sistema-teste, foi determinado no campo, o numero de
pontos (Pp) que incidiram sobre a matriz extracelular, no caso, uma média de 20
pontos, cerca de 25% dos pontos totais.

Aplicando-se a seguinte formula
Vv = Pp

Pr

e, aceitando o indice de significancia de 0,05 ou seja, a probabilidade de 95%,

obtivemos:

005= [F~025
n

entao,

(0,05)2 = ( O,ZS) 2

portanto,
0,0025 = 0,75 ou seja,
n = 300 pontos

Esses seriam, a principio, os pontos totais que deveriam ser contados para a
determinacdo da densidade da matriz cartilaginea;, porém, como estes ocupam
somente uma pequena porcentagem da amostra, calculou-se o n_corrigido para o
Vv do material a ser estudado. Assim, determinou-se o numero total de pontos, da

seguinte maneira:
n corrigido = n calculado

Vv
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assim,
n corrigido =300 = 2200 pontos

0,25

Desta maneira, para a determinacdo da densidade da matriz cartilaginea, foram

contados 27 campos (com 0,196 mm?) para cada animal de cada grupo de estudo.

4.4.3 NUMERO ESTIMADO DE CONDROCITOS DA CAMADA CONDROBLASTICA
DO PC

Nas laminas coradas pelo método da Hematoxilina-Eosina, foram obtidas
imagens da parte central da cartilagem do PC, utilizando-se o sistema de analise de
imagem previamente descrito (item 4.4.2) com objetiva de 40X, onde foram contados

todos os condrécitos da camada condroblastica (Figura 5).

Figura 5 — Parte central do PC evidenciando as camadas constituintes da cartilagem articular

Notar os condrdcitos (x) assinalados na camada condroblastica (c). (a- camada
articular; pc- camada pré-condroblastica; h- camada hipertréfica. HE. Barra de
calibracdo: 50 um).
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4.4.4 AREA DOS CONDROCITOS DA CAMADA CONDROBLASTICA DO PC

Esse parémetro foi determinado nas imagens obtidas no item anterior para
cada animal, onde 5 condrécitos escolhidos aleatoriamente, tiveram a sua area

determinada em um? (Figura 6).

Figura 6 — Exemplo da determinag&o da area de trés condrécitos da camada condroblastica do PC

C4 (a), C10 (b), E4 (c) e E10 (d), e em maior aumento um exemplo da medig&o da area de um
condrécitos (Barra de calibragao 10 ym). (HE. Barra de calibragéo: 50 ym).

4.4.5 IMUNORREATIVIDADE
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Nas l&minas da parte central do PC processadas para o IGF-l e ao IGF-IR
foram obtidas imagens onde se avaliou o nimero de células de acordo com um
padrdo de imunorreatividade considerado em trés niveis: fortemente reativas,

fracamente reativas e nao reativas (Figura 7).

Figura 7 — Padrdes estabelecidos para a avaliagdo em imunohistoquimica para o IGF-I| e o IGF-IR

Células intensamente reativas (**); fracamente reativas (*) e ndo reativas (seta).
(Barra de calibracdo: 25 ym).

4.5 ESTUDO QUALITATIVO

4.51 DESCRICAO DAS CAMADAS DA CARTILAGEM DO PC

Foram obtidas imagens da parte central da cartilagem do PC em [&minas

coradas pelo método da Hematoxilina-Eosina, utilizando-se o sistema de analise de
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imagem previamente descrito (item 4.4.2) com objetiva de 40X, onde foram descritas
as camadas constituintes da cartilagem do PC (Figura 8).

Figura 8 — Camadas constituintes do PC

a- camada articular; pc- camada pré-condrobléstica; h- camada hipertréfica. (HE.
Barra de calibragdo: 50 ym).

4.5.2 TIPIFICACAO DAS FIBRAS COLAGENAS NA CARTILAGEM DO PC

Nas laminas coradas pelo método do Picrosirius, foram obtidas imagens sob
luz polarizada, a fim de se avaliar nos grupos estudados, o padrdo de distribuicao
das fibras colagenas. Assim, foram classificadas como do tipo | aquelas com maior
espessura, fortemente birrefringentes e expressas nas cores amarela, laranja e
vermelha, e as do tipo lll, delgadas, fracamente birrefringentes, e evidenciadas na

cor verde (Figura 9).
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Figura 9 — Padréo de distribuicdo das fibras colagenas na cartilagem do PC

Colageno tipo | (amarela, laranja e vermelha) e lll (verde) nas diferentes camadas da cartilagem
do PC. (a- articular; pc- pré-condroblastica; c- condroblastica; h- hipertrofica). (Barra de calibracéo:
50 um).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada levando-se em consideracéo os principios
de amostragem sistematica e uniformemente aleatéria (GUNDERSEN et al., 1999)
onde para as varidveis com distribuicdo simétrica e igualdade de variancia
(homocedasticidade), foi utilizado o teste one way ANOVA seguido por comparacoes
multiplas pelo método de Tukey. O nivel de significancia adotado para todos os
testes foi de 5% (ZAR, 1984), com valores considerados significativos quando a
probabilidade e indice de significancia (p) apresentaram-se menores que 0,05
(p<0,05).



RESULTADOS | 56

5 RESULTADOS



RESULTADOS | 57

5 RESULTADOS

5.1 ANALISE QUANTITATIVA

De acordo com as metodologias empregadas, serdo descritos, além do peso
dos animais, os resultados dos seguintes parametros avaliados na cartilagem do PC:
area total da cartilagem; nimero e area dos condrdcitos da camada condroblastica e
condrdcitos imunorreativos ao IGF-I e ao IGF-IR.

5.1.1 PESO DOS ANIMAIS

As médias do peso corporal dos animais de todos os grupos avaliados na
presente pesquisa, estdo representadas na tabela 1 e figura 10. Observou-se que,
muito embora os animais dos grupos E4 e E10 (MDX) tenham apresentado o peso
corporal menor do que os respectivos controles C4 e C10 (C57BL/10), ndo foram

observadas diferencas estatisticamente significantes entre esses grupos.

Tabela 1 — Média (+ desvio padréo) do peso ( em gramas) dos animais dos grupos Controle (C4, C10)
e Experimental (E4, E10)

Grupos Peso (g)
C4 17,0+1,0
E4 16,0+1,1
C10 26,7+ 2,8

E10 24,8+1,3
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Figura 10 — Representac¢éo grafica da Média do Peso Corporal
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Animais MDX (E4, E10) e C57BL/10 (C4, C10).

5.1.2 AREA DA CARTILAGEM DO PC

Relativamente a esse parametro, verificou-se que a média do grupo C4
(202,12mm?) foi semelhante aquela do grupo C10 (211,91 mm?). Ao se comparar 0s
grupos experimentais, observou-se que a do grupo E4 (205,56 mm?®) nao foi
significativa aos controles de 4 e de 10 dias (C4 e C10), porém, aquela determinada
para o grupo E10 (166,81 mm?) foi significativamente menor do que as dos demais
grupos. Contudo, estatisticamente ndo foi detectado nenhuma diferenca significante
entre os grupos controle e MDX (p=0,290) e nem entre animais com 4 e 10 semanas
de idade (p=0,221) (Figura 11).
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Figura 11 — Média da area total da cartilagem do PC nos grupos MDX (E4, E10) e C57BL/10 (C4,
C10)
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5.1.3 AREA DOS CONDROCITOS DA CAMADA CONDROBLASTICA DO PC

Na figura 12 encontra-se o padrdo de distribuicdo das areas dos condrocitos
dos diferentes grupos. A sua andlise permite verificar que, nos grupos experimentais
(E4, E10), aproximadamente 50% dessas células estdo concentradas no intervalo
entre 20 e 80 um?®. Nos grupos controle, 40% dos condrécitos do grupo C4 estdo
concentrados nos intervalos entre 60 e 80 pm? e entre 100 e 140 pm?, ao passo que
no grupo E10, a distribuicdo é mais ampla, com somente 25% das células

concentradas no intervalo entre 60 e 90 pm?.
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Figura 12 — Padrao de distribuicdo da area dos condracitos da cartilagem do PC (pmz)
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Em relagdo a4 média das areas, ao se comparar estatisticamente os grupos
controle, verificou-se que a média do grupo C4 (128,3 pmz) foi maior em relagéo ao
grupo C10 (91,5 ym?). Quanto aos grupos experimentais, a média do grupo E4 (91,3
pm2) foi maior do que a verificada para o grupo E10 (53,8 pmz); este, a menor média

de todos os grupos (Figura 13).

Figura 13 — Area dos condrécitos total da cartilagem do PC (pmz)
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Houve diferenca estatisticamente significante entre MDX e controle (p<0,001) e entre 4 e 10
semanas (p=0,046).
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5.1.4 NUMERO DOS CONDROCITOS DA CAMADA CONDROBLASTICA DO PC

Na tabela 2, estdo expressos os dados relativos ao numero de condroécitos

sob a forma de média + desvio padréo.

Tabela 2 — NUmero de condrécitos (médiatdp) da camada condroblastica nos grupos Controle e
Experimental

NUmero de condrocitos camada

Grupos condroblastica
ca 21,8 +£0,79*
E4 14,5 + 2,0*
C10 22,7+ 0,9**
E10 11,7+1,0**

Médias seguidas por um ou dois asteriscos se difereciam estatisticamente ANOVA (P<0,05).

Verificou-se que, tanto entre os grupos controle (C4, C10) como entre 0s
grupos experimentais (E4, E10), n&o ocorreram diferencas estatisticamente
significantes. Ao comparar 0S grupos experimentais com 0s respectivos controles
(E4/C4 e E10/C10), os animais mdx apresentaram um numero bem reduzido de

condrdcitos (Figura 14).
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Figura 14 — Numero de condrécitos da regiéo central da camada condroblastica
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5.1.5. AREA DA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

Com relagdo a média da porcentagem de éarea ocupada pela MEC na
cartilagem do PC, observou-se que a do grupo C4 (23,0 + 13,1) foi menor do que
aquela apresentada pelo grupo C10 (32,5 £ 2,2). J&4 a média demonstrada pelo
grupo E4 (13,3 * 3,0) néo diferiu estatisticamente da média apresentada pelo grupo
E10 (13,7 = 2,8). Comparando-se estatisticamente os grupos experimentais com os
respectivos controles, tanto o grupo E4 como o E10 exibiram médias menores.
(Figura 15).
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Figura 15 — Médias da porcentagem ocupada pela MEC na cartilagem do PC
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5.1.6 IMUNOHISTOQUIMICA

5.1.6.1 NUMERO DE CONDROCITOS IMUNORREATIVOS AO IGF-l E
CORRELACAO COM O NUMERO TOTAL

A tabela 3 contém os dados relativos ao numero de condrécitos forte (++) e
fracamente (+ -) imunorreativos ao IGF-I, bem como a correlagdo com o numero total

estimado obtido nas laminas coradas com HE (item 6.1.4).
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Tabela 3 — Médias do numero de condrdcitos imunorreativos ao IGF-I e da correlagdo com o nimero
total, nos grupos Controle e Experimental

arapes cond::citos 1GR-F |Gl colncg;f)lc*ilosl co?glflc Jirt-o *
ca 21,8£0,79 5,65+0,75 10,3241.06 025:003 0:47%0,05
E4 14,5+2,01 4,40+0,59 9,16+1,56 0,31+£0,07 0,61+0,02
C10 22,7+0,95 6,00+1,27* 11,35+0,78* 0,27+0,05 0,51+0,03
E10 11,8+1,04 2,81+0,82* 6,67+1,86* 0,25+0,06  0,59+0,17

Médias seguidas por um asteriscos se difereciam estatisticamente ANOVA (P<0,05).

Com esses dados, observa-se que a porcentagem de condrécitos fortemente
imunorreativos foi de aproximadamente 25%, 31%, 27% e 25%, respectivamente
nos grupos C4, E4, C10 e E10 sendo, na mesma ordem, de 47%, 61%, 51% e 59%,
a de fracamente reativos. Estatisticamente, quanto a esses parametros, foram
detectadas diferengas significativas tanto no grupo C10 como E10 onde a média dos
condrécitos fracamente imunorreativos foi maior do que a dos fortemente
imunorreativos (p<0,05), e entre C10 e E10, onde ambas as médias do grupo
experimental foram menores (Figura 16).

Quanto as correlagdes, ndo ocorreram diferencas entre os grupos (p=0,133)
(Figura 17).
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Figura 16 — Média do nuimero de condrécitos forte e fracamente imunorreativos ao IGF-I nos
diferentes grupos
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Figura 17 — Média da correlagdo do nimero de condrécitos forte e fracamente imunorreativos ao IGF-
I com o numero total estimado de condrécitos, nos diferentes grupos
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5.1.6.2 NUMERO DE CONDROCITOS IMUNORREATIVOS AO IGF-IR E
CORRELACAO COM O NUMERO TOTAL

A tabela 4 contém os dados relativos ao nimero de condrécitos forte (++) e
fracamente (+ -) imunorreativos ao IGF-IR, bem como a correlagdo com o numero

total estimado obtido nas laminas coradas com HE (item 6.1.4).
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Tabela 4 — Médias do nimero de condrécitos imunorreativos ao IGF-IR e da correlagdo com o
numero total, nos grupos Controle e Experimental

ca 21,8£0,79 3,69t0,67  g§12+183 0,18+0,02  040%0,07
E4 14,5+2,01 3,86+0,55  7,78+0,77 0264001  0,55+0,01
Cc10 22,7+0,95 4,51£0,72*  10,36+0,20* 0,20+0,04 0,46+0,01
E10 11,8+1,04 2,62+1,03* 5,87+1,58* 0,22+0,09 0,50+0,14

Médias seguidas por asteriscos se difereciam estatisticamente ANOVA (P<0,05).

Com esses dados, observa-se que a porcentagem de condrécitos fortemente
imunorreativos foi de aproximadamente 18%, 26%, 20% e 22%, respectivamente
nos grupos C4, E4, C10 e E10 sendo, na mesma ordem, de 40%, 55%, 46% e 50%,
a de fracamente reativos. Estatisticamente, quanto a esses parametros, foram
detectadas as mesmas diferengas significativas verificadas para o IGF-I, ou seja, a
media dos condrocitos fracamente imunorreativos foi maior do que a dos fortemente
imunorreativos tanto no grupo C10 como E10 (p<0,05), e entre C10 e E10, onde
ambas as médias do grupo experimental foram menores (Figura 18).

Quanto as correlagdes, ndo ocorreram diferengas entre os grupos (p=0,15)
(Figura 19).
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Figura 18 — Média do numero de condrécitos forte e fracamente imunorreativos ao IGF-lI nos
diferentes grupos
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Figura 19 — Média da correlagdo do nimero de condrdcitos forte e fracamente imunorreativos ao IGF-
| com o nimero total estimado de condrdcitos, nos diferentes grupos
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5.2 ANALISE QUALITATIVA

5.2.1 EVIDENCIAGCAO DAS CAMADAS DA CARTILAGEM DO PC
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As camadas articular (a), pré-condroblastica (pc), condroblastica (c) e
hipertréfica (h) constituintes do PC, foram identificadas e diferenciadas nos cortes
histologicos corados pelo método da HE, nos grupos controle (C4, C10) e

experimental (E4, E10).

As caracteristicas das camadas nos grupos C4 e E4 estdo evidenciadas na

figura 20.

Figura 20 — Camadas constituintes do PC na fase de 4 semanas dos grupos Controle (A, B) e mdx
(C, D)
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Destaque para as diferencas entre as camadas condroblastica (c) e hipertréfica (h). As
setas indicam a camada articular. (HE. Barra de calibragcéo: 20 pum).

Nos grupos de 4 semanas (C4, E4) a camada articular apresentou-se
delgada, com fibroblastos de aspecto ovéide em sua grande maioria; entretanto, em
alguns trechos dessa camada no grupo E4, foram detectados fibrécitos delgados e
alongados. Relativamente a camada pré-condroblastica, ndo foi possivel de se
estabelecer com precisdo a sua localizacdo em ambos o0s grupos, uma vez que
devido ao aspecto ovoide de suas células, era facilmente confundida como
pertencente a camada precedente, ou a camada condroblastica.

A organizacdo da camada condroblastica, caracterizada por apresentar
condroécitos de contorno preferencialmente arredondado, diferiu significantemente
entre 0s grupos dessa fase. Assim, no grupo E4, a mesma destacou-se por exibir-se
mais espessa, com maior quantidade de células e de MEC; diferentemente ao grupo
C4, onde se apresentou com espessura reduzida, pouca MEC e menor densidade

de condradcitos.

O contorno e o volume das células constituintes da camada hipertréfica ndo
diferiram entre os grupos. Entretanto, observou-se que no grupo C4 a quantidade de
condrocitos era bem superior em relacao a verificada no grupo E4 (contribuindo para
a sua maior espessura) e também bem definida, ou seja, distinta da camada
condroblastica, fato ndo confirmado no grupo E4, onde essas duas camadas

confundiam-se entre si.

As caracteristicas das camadas nos grupos C10 e E10 estdo evidenciadas na
figura 21.
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Figura 21 — Camadas constituintes do PC na fase de 10 semanas dos grupos Controle (A, B) e mdx
(C,D)

Destaque para as diferencas entre as camadas condroblastica (c) e hipertrofica (h) e entre a pré-
condroblastica do controle (A) e mdx (D). As setas indicam a camada articular. (HE.
Barra de calibragao: 20 ym).

Ao se comparar a camada articular entre os grupos de 10 semanas (C10,
E10), verificou-se que a mesma apresentou-se delgada com fibrécitos delgados e
alongados, organizando-se paralelamente a superficie do PC. Nos animais mdx os
fibrocitos, de mesma conformagédo e disposigdo, constituiam em média dois estratos

e eram mais achatados em relagdo aos animais mdx.

A camada pré-condroblastica, formada no grupo E10 por diferentes estratos

de células achatadas e paralelas aos fibrocitos da camada articular, exibiu-se mais
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delgada no grupo C10, sendo muitas vezes dificil de ser diferenciada da camada

precedente.

Em ambos os grupos (C10, E10), muito embora condrécitos de aspecto
irregular tenham sido observados na camada condroblastica, as formas arredondada
ou ovalada dessas células predominaram, em meio a uma MEC que também n&o
apresentou diferencas entre os grupos, quanto a sua quantidade e distribuicdo. Alem
disso, também néo foi possivel determinar um limite preciso entre essa camada e a
camada subjacente em ambos os grupos, sendo o volume maior das células da

cama hipertréfica, a principal maneira de se distinguir entre ambas.

5.2.2 TIPIFICACAO DAS FIBRAS COLAGENAS

Com essa avaliacdo, realizada nas laminas coradas pelo método do
picrosirius sob luz polarizada, foi possivel distinguir a distribuicdo das fibras

colagenas dos tipos | e lll nos diferentes grupos.

Desta forma, foram detectadas diferencas entre os grupos C4 e E4 nas
camadas a, pc e ¢, com o predominio das fibras do tipo Ill no grupo controle, e do

tipo I, nos animais mdx (Figura 22).



RESULTADOS | 72

Figura 22 — Distribuicdo das fibras de colageno

Colageno dos tipos | (amarelo, laranja, vermelho) e Ill (verde) nas camadas a, pc e ¢ (em
conjunto, acima da linha tracejada). Notar a maior espessura e das camadas e o predominio
das fibras do tipo Il no grupo controle (A), e a menor espessura e predominio das fibras do
tipo I no grupo mdx (B). (Picrosirius sob luz polarizada. Barra de calibragcdo: 25 um).

Entre os grupos C10 e E10, também foram observadas diferencas quanto a
esse aspecto, ou seja, as fibras colagenas do tipo Ill predominaram no grupo
controle, enquanto quer no grupo mdx, o predominio foi das fibras do tipo | (Figura
23).
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Figura 23 — Distribui¢do das fibras de colageno

Distribuicéo das fibras de colageno dos tipos | e Ill nas camadas a, pc e ¢ (em conjunto, acima da
linha tracejada). Notar o predominio das fibras do tipo Ill no grupo controle 10 semanas (A), e das
fibras do tipo | no grupo mdx 10 semanas (B). (Picrosirius sob luz polarizada. Barra de calibragédo: 25
Hm).
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

A DMD, uma doencga de carater hereditario recessivo, ligada ao cromossomo
X localizado no brago curto do cromossomo p21, e associada com a degeneragao
muscular, é progressiva e fatal, atingindo 1 em cada 3,500 meninos (BODRUG et al.,
1987; BACCARI et al., 2007). Suas caracteristicas ndo se manifestam até os trés ou
cinco anos de idade e, quando os sintomas aparecem, estes sdo detectados
inicialmente na musculatura dos membros inferiores (HOFFMAN; BROWN Jr;
KUNKEL, 1987; EMERY, 2002).

Utilizando o modelo experimental aqui descrito (camundongos mdx), Ghafari e
Cowin (1989) relataram que a massa do musculo masseter, responsavel por manter
um determinado nivel de estimulo mecanico sobre a cartilagem do PC, importante
na manutencédo da sua estrutura, estava diminuida. Em um trabalho realizado por
Yonemitsu, Muramoto e Soma (2007), em ratos Wistar normais, onde seccionaram
bilateralmente o masseter a fim de simular o baixo estimulo mecéanico sobre o PC
promovido pelo masseter fragilizado dos animais mdx, os autores verificaram
diminuig&o estatisticamente significante na area total da cabeg¢a do condilo desses
animais. Da mesma forma, em humanos, Eckardt e Harzer (1996) e Cudny (1978)
verificaram em pacientes portadores de DMD diminuigdo no tamanho do cranio.

Tais observagdes permitiram inferir que, além do comprometimento do
desenvolvimento muscular dos animais mdx (reforgado por pesquisas desenvolvidas
por Matsumura e Campbell, 1994, Tinsley et al., 1994, que observaram uma leve
substituicdo de tecido muscular por tecido conjuntivo fibroso) o crescimento normal
do PC desses animais pode também ser afetado.

Sob esse foco, Ghafari e Cowin (1989) observaram que, muito embora o
ganho de peso nos animais mdx com 9 semanas de idade tenha sido menor, esse
fator ndo variou significativamente em comparagéo aos animais controle. Os dados
da presente pesquisa estdo de acordo com essas afirmagdes, uma vez que, nos
dois grupos abordados, ndo foram verificadas diferengas estatisticas entre os
animais mdx e respectivos controles. Desta forma, se a diminuicdo da massa

muscular ocorre devido ao avangar da doenga, a substituicdo por tecido conjuntivo
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deve ocorrer numa proporgado equivalente o suficiente para compensar essa perda,
indicando que a avaliagao do fator peso néo dever ser utilizada isoladamente como
fator de comparacéo.

Segundo ainda esses autores, nos animais mdx ha uma diminuicdo na média
da altura e da largura da cartilagem do PC, o que nédo foi comprovado na presente
pesquisa, pois a area total dessa estrutura ndo diferiu entre os grupos. Todavia,
deve-se salientar que, embora semelhantes quanto as medidas, a cartilagem do PC
apresentou-se alongada e afilada nos animais mdx, o que certamente contribuiu
para a diminuicdo da sua espessura, principalmente no grupo E10. Tais
observagfes corroboram com as descri¢des classicas sobre as deformacdes que a
DMD produz nas superficies articulares, principalmente na forma e tamanho da
mandibula de animais distréficos (VILMANN; JUHL; KIRKEBY, 1985), ainda mais se
for considerado que esses animais com 10 semanas tém uma idade correspondendo
a 22 anos no humano, fase da vida em quer a DMD encontra-se em fase avangada.
Estudos futuros que permitam determinar a forma, a orientacéo e o volume do PC de
animais mdx poderédo colaborar para uma melhor compreenséo dessas alteracoes.

Brush e Hall (2003a) afirmaram que em processos degenerativos, condricitos
morfologicamente normais, aumentam em volume declarando, entretanto, ndo ser
possivel distinguir se esse aumento possa estar associado a algum processo
degenerativo. Yonemitsu, Muramoto e Soma (2007), investigando a auséncia de
estimulo mecéanico sobre a cartilagem do PC, demonstraram que 0s condrocitos
estdo menores e mais compactados em relagdo ao controle. Analisando a &rea dos
condrécitos da camada condroblastica verificou-se para 0s animais mdx as menores
meédias, tanto no grupo E4 como no grupo E10, o que é compativel com a auséncia
de estimulo determinada pelas alteragbes musculares provenientes da acdo da
DMD.

PAPADOPOULOUA et al. (2007) sugeriram que estimulos de natureza
mecanica sao essenciais para a diferenciacdo e maturacdo dos condrécitos, pois
desta maneira estes sédo estimulados a sintetizar alguns fatores de crescimento que
incitam o crescimento e desenvolvimento da cartilagem do PC. Através de uma
andlise protedbmica, Li et al. (2010) avaliaram o0 estresse mecéanico sobre a
cartlagem do PC e verificaram uma reducdo na expressdo da vimentina (um

importante componente do citoesqueleto que mantém a morfologia normal dos
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condrécitos), resultando em uma cartilagem delgada e condrécitos com morfologia
alterada. Chen et al. (2011) estudando a ma ocluséo, inferiram que um menor
numero de condrécitos na cartilagem do PC estaria associado com a inibi¢do da
maturacéo dos mesmos, decorrente da redugdo da carga mecanica atuante sobre a
cartilagem. Pelo exposto, pode-se admitir que o nimero reduzido de condrécitos
verificado nos animais mdx da presente pesquisa, somado a diminuigdo significativa
de sua area, é decorrente de interferéncia da DMD na maturagdo dos mesmos, e
ndo de um processo degenerativo, uma vez que alteragdes patoloégicas nao foram

detectadas nesses espécimes.

Em relagdo ao nimero de condrécitos, Luder (1994), estudando a cartilagem
do PC em animais normais jovens e adultos, relatou que estes apresentaram
diminui¢cdo no nimero de condrécitos, ressaltando ser essa uma caracteristica do
processo de envelhecimento natural do tecido cartilagineo. Tal condigéo foi
verificada por outros autores (LUDER 1997, 1998; YONEMITSU; MURAMOTO,;
SOMA, 2007; JIAO et al., 2008; CHEN et al., 2009, 2010) que também a associaram
ao processo de envelhecimento. Desta forma, pode-se admitir que a diminuigéo no
nimero de condrocitos nos animais mdx (E4 e E10) corrobora essas descrigoes,
uma vez que, como anteriormente citado, principalmente os animais de 10 semanas,

encontram-se numa fase onde a DMD expressa intensamente as suas agoes.

Ao se aferir a quantidade de matriz extracelular (MEC) da cartilagem do
PC utilizando-se o método da Safranina — O, notou-se um aumento com o
desenvolvimento da cartilagem no grupo C10, fato ndo observado no grupo E10.
Sabe-se que a MEC ¢ sintetizada pelos condrécitos e tem como fungdo manter a
sobrevivéncia, migracdo, proliferagdo e diferenciagdo das células nela embebidas
(LUKASHEV; WERB, 1998), e que para que essa sintese ocorra & necessario um
ambiente favoravel (estimulos nutricionais, mecéanicos e hormonais) para os
condrécitos  (NAKAI; NIIMI; UEDA, 1998). Como a musculatura do mdx esta
debilitada (MATSUMURA; CAMPBELL, 1994; TINSLEY et al., 1994), pode-se inferir
que tenha ocorrido uma interdependéncia entre o0 menor nimero de condrocitos e a
menor quantidade de MEC com um influenciando ao outro, como descrito por
Behonick e Werb (2003), ao comprovarem ser a atividade metabolica dos
condrocitos  influenciada via retroalimentacdo da MEC, e também por Bian et al.

(2012), ao confirmarem em estudos in vitro, que a carga compressiva sobre os
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condrécitos estimula o aumento na sintese e distribuicdo da MEC. Ainda, tambem
ndo deve ser aqui descartada a hipotese dessa diminuigdo estar relacionada a um
evento normal durante o processo natural de envelhecimento, uma vez que Mitani et
al. (2006) observaram a diminuigdo acentuada da quantidade de MEC em animais

velhos quando comparados aos animais jovens.

Concernente aos tipos de fibras colagenas, as do tipo | s&o tipicas de tecido
maduro, enquanto o colageno tipo Il é caracteristico de tecidos em processo de
desenvolvimento e/ou remodelamento (BEHONICK; WERB, 2003).

Ohashi et al., (1997), estudando localizag&o de colageno na cartilagem do PC
em ratos jovens e velhos, detectaram um aumento na quantidade de colageno tipo |
em todas as camadas nos animais idosos, associando essa maior produgao
inicialmente a necessidade de uma maior resisténcia da cartilagem as forgas
mastigatérias e, em ultima andlise, a um processo de envelhecimento normal. Os
estudos de Hossain et al. (2005) avaliando alteragdes cronoldgicas na camada
hipertrofica da cartilagem do PC em ratos jovens e velhos, revelaram também um
predominio do colageno tipo | nos animais idosos. O fato de ter-se detectado na
presente pesquisa um aumento das fibras colagenas do tipo | nos animais madx
associado aos dados morfométricos descritos, estdo de acordo que essas
caracteristicas estdo atreladas a um processo precoce de envelhecimento da

cartilagem do PC desses animais.

Urban, Hall e Gehl (1993) e Buschmann et al. (1996) afirmam que mudangas
no volume dos condrécitos indicam sintese alterada de moléculas que compdem a
cartlagem e Buschmann et al. (1996) sugerem que tal alteragdo pode esta
correlacionada a uma auséncia de mecanotransdugdo a qual o tecido esta
submetido. Para Behonick e Werb (2003), é o coladgeno disposto em torno dos
condrocitos do PC que |hes confere a morfologia caracteristica (filiformes, ovoides,
esferoides), enquanto que Schuh et al. (2010) afirmam que a MEC precisa ser
flexivel para permitir a proliferagdo e diferenciagdo dos condrocitos. Turunen et al.
(2012, 2013) também sugerem ser a rede colagena um importante fator que

influencia na morfologia dos condrécitos.

Na presente pesquisa ndo foram observadas diferengas no formato dos

condracitos entre os grupos; todavia, o predominio das fibras colagenas do tipo | nos
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animais mdx (E4, E10), pode-se admitir que o aspecto mais espesso e resistente da
cartilagem do PC contribuiu para a diminuigdo da area dos condrocitos desses

animais.

Os dados relativos a imunorreatividade dos condrécitos ao IGF-I e seu
receptor, o IGF-IR, demonstraram inicialmente uma porcentagem equivalente dessas
células em todos os grupos e que, embora em menor quantidade nos animais mdx
(E4, E10), seu numero foi proporcionalmente maior, quando comparados aos

respectivos controles.

Yonemitsu, Muramoto e Soma (2007) ao estudarem a cartilagem do PC sobre
baixo estimulo mecéanico verificaram um reduzido numero de condrocitos
imunorreativos ao IGF-IR, associando essa diminuicdo a uma menor taxa de
proliferagdo dos condrocitos. Visnapuu et al. (2001) ao avaliarem o PC de ratos com
idades compreendidas entre 1 e 21 dias, observaram uma condrogénese acelerada,
onde a quantidade de IGF-IR aumentou proporcionalmente com a idade. Fuentes et
al. (2002) verificaram em ratas de 28 e 42 dias que, a medida que a concentragao
do IGF-l aumenta, a de IGF-IR tende a diminuir. Ja Watahiki et al. (2004) constatou
um aumento nos condrécitos imunorreativos dependente da idade, com os animais

mais velhos exibindo uma diminuigédo de células imunorreativas ao IGF-I.

Apesar do IGF-I ser um potente inibidor de apoptose celular, e de exercer
efeitos na sintese de componentes da MEC (MOAR; HOCHBERG; SILBERMANN,
1993; DELATTE et al., 2004), a maior propor¢do de condroécitos imunorreativos nos
animais mdx nado foi capaz de equiparar o numero de condrécitos com o0s

respectivos controles.

Desta maneira, esses resultados reforcam a teoria de que a DMD, ao invés de
determinar uma degeneragdo da cartilagem do PC, na realidade aceleram o

processo de envelhecimento dessa estrutura.
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que:

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, conclui-se

Embora tenha apresentado uma tendéncia a ser menor no mdx, a area total
da cartilagem do PC nao diferem da dos controles.

A area dos condrocitos nos mdx é menor quer as dos animais controle.

Os mdx apresentaram um numero de condrécitos mais reduzido que o
controle.

A guantidade de matriz extracelular foi maior nos controles.

Cartilagem condilar do PC dos animais exibiu um aspecto mais fibroso, com o
colageno tipo | predominando sobre o colageno tipo Il

A imunorreatividade ao IGF-I e IGF-IR foi proporcionalmente maior nos
condrocitos dos mdx.

A cartilagem condilar da mandibula apresentou um processo de
envelhecimento mais precoce.
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