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1 INTRODUÇÃO  
 

 

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença de caráter 

hereditário recessivo ligado ao cromossomo X, que resulta em miopatia grave, 

caracterizada por progressiva degeneração muscular (BACCARI et al., 2007). 

Nos portadores de DMD há a falta ou mesmo a redução da expressão da                 

proteína chamada distrofina, o que leva a redução do complexo de proteínas 

ligadas a distrofina, causando alterações e/ou destruição entre o citoesqueleto 

e a matriz extracelular da membrana plasmática, 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 ligação entre a actina do citoesqueleto e a matriz extracelular 

(ERVASTI; CAMPBELL, 1991; 1993) e, quando associada à glicoproteína atua 

na maturação dos receptores de membrana nas junções neuromusculares 

(PILGRAM et al., 2010). 

Muitos estudos avaliaram os efeitos da DMD sobre os músculos 

esqueléticos e, consequentemente, sobre a ação 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 mecânica cardiorrespiratória (NIGRO et al., 1990; BOLAND et al., 1996; 

GOMEZ-MERINO; BACH JR, 2002; FINSTERER; STÖLLBERGER, 2003; 

ISHIHATA, 2003; FINSTERER, 2006). Segundo UEKI et al. (2007) é possível 

observar fraqueza também na musculatura da mastigação, podendo em 

decorrência dessa situação desenvolver-se disfagia ou dificuldades na 

alimentação, em decorrência de distúrbios estruturais e neurológicos 

envolvidos no processo da deglutição (AMERICAN SPEECH-LANGUAGE-

HEARING ASSOCIATION, 2004). De fato, em pacientes com DMD as 

dificuldades durante a deglutição iniciam-se na primeira década de vida, a partir 

dos 18 anos de idade e, tende a agravar com o avançar da idade (PANE et al., 

2006).  
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Pesquisas em humanos e animais têm demonstrado que os músculos da 

mastigação, como o masseter e temporal, quando enfraquecidos, alteram o 

posicionamento da mandíbula em relação à maxila (MOSS; RANKOW, 1968; 

SUBTELNY, 1970; WEIJS; HILLEN, 1984; VAN SPRONSEN et al., 1992), e 

pelo fato de alguns músculos estarem atrofiados e/ou necrosados como 

observa-se na DMD, pode ocorrer um desequilíbrio entre os músculos da 

mastigação 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 equilíbrio entre os músculos da 

face e os da mastigação é importante na manutenção e, também, no 

desenvolvimento da morfologia do esqueleto cefálico sugerindo, desta forma, 

que a DMD pode prejudicar o desenvolvimento craniofacial.  

Várias estruturas estão envolvidas no processo de crescimento 

craniofacial, dentre elas o processo condilar da mandíbula (PC), cuja 

remodelação ocorre por meio de um processo de aposição óssea (ENLOW, 

1968; 1975). Nakano et al. (2009) destacaram a importância do PC no 

crescimento facial observando que após a remoção unilateral do mesmo, 

ocorreu a diminuição do crescimento da mandíbula como um todo.  

A ontogênese do PC é diferente das outras cartilagens, por se 

desenvolver depois do período pós-natal, esta possui uma fibrocartilagem que 

é 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 comparação as demais 

cartilagens dos membros e da cartilagem epifisial ou placa do crescimento 

(HINTON; CARLSON, 2005). Sabe-se ainda, que as cartilagens primárias e 

secundárias diferem-se também quanto à síntese de determinados fatores de 

crescimento e a expressão de alguns receptores (TAJIMA et al., 1998; 

VISNAPUU et al., 2002).  

O crescimento e desenvolvimento craniofacial, do qual o PC é um 

importante sítio, é estimulado por alguns fatores intrínsecos como, por 

exemplo, a carga genética e hormonal (ZHOU et al., 2005) e  por fatores 

extrínsecos como os mecânicos, nutricionais e físicos (NEWMAN et al., 1982; 

MOYERS, 1991; CHAI).  
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Dentre os fatores intrínsecos destaca-se o fator de crescimento 

semelhante à insulina (IGF-I), o qual exerce importante ação sobre o 

crescimento de diversos tecidos, entre eles, o tecido ósseo. Neste tecido, o 

IGF-I promove o crescimento longitudinal de ossos longos por estimular a 

ossificação da cartilagem epifisial (FORTIER et al., 2011) e também, o 

crescimento cartilagíneo das superfícies articulares dos ossos (OHLSSON; 

VIDAL, 1998).   

No metabolismo do tecido cartilagíneo, o IGF-I atua no equilíbrio entre 

as ações catabólicas e anabólicas que ocorrem em sua estrutura (SUN et al., 

2008) tendo sido detectado na superfície da cartilagem articular do PC 

(VISNAPUU et al., 2001). Assim, pesquisadores como MAOR et al. (1993A) 

avaliando os efeitos do IGF-I sobre a cartilagem do PC verificaram que a 

adição de IGF-I in vitro tem efeito sobre a proliferação das células cartilagíneas.  

Segundo Bojrk e Helm (1967), durante os períodos pré-púbere e púbere, 

a mandíbula apresenta crescimento bastante expressivo e linear em ambos os 

sexos, decorrentes da ação hormonal aumentada nesta época da vida. A 

literatura sugere que, por tratar-se de cartilagem mista, os mecanismos que 

estimulam a proliferação das células cartilagíneas do PC, podem estar 

intimamente relacionados com aqueles que influenciam a proliferação 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 alterações no PC, outras estruturas como os discos epifisiais 

de ossos longos também são comprometidas, determinando sérios prejuízos à 

saúde e à qualidade de vida dos portadores de DMD. 

De acordo com Eckardt e Harzer (1996) e Cudny (1978) o tamanho do 

crânio de indivíduos portadores de DMD é menor, quando comparado com 

aqueles de indivíduos não portadores da doença, o que foi comprovado por 

Matsuyuki et al. (2006), sugerindo que devido ao enfraquecimento da 

musculatura a sua ação no crânio é comprometida e, consequentemente, o 

desenvolvimento craniofacial.  

Para Stutzmann e Petrovic (1985) as cartilagens possuem mecanismos 

intrínsecos que controlam e ativam a síntese de pré-condroblastos, estruturas 

importantes para o seu desenvolvimento. Tais mecanismos podem ser 

influenciados por fatores externos como a força ou estresse mecânico, o que 
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reforça a hipótese de que a cartilagem do PC (assim como as demais do 

organismo) sofre alterações decorrentes da fraca ação muscular em portadores 

de DMD. 

Em estudos realizados em laboratórios de pesquisa, os efeitos da DMD 

no organismo são avaliados em modelos animais como o camundongo mdx, no 

qual a mutação genética é espontânea. Esse espécime tem sido empregado 

como referência, não somente para uma melhor compreensão da patogênese 

da DMD, mas também para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

(WELLS; WELLS, 2005; BANKS; CHAMBERLAIN, 2008). Outro modelo como 

os cães da raça Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) é também 

utilizado (COLLINS; MORGAN, 2003; JAZEDJE et al., 2009); entretanto, deve-

se ressaltar que esses animais apresentam fenótipo bastante variado da 

doença (BANKS; CHAMBERLAIN, 2008) enquanto os camundongos mdx 

exibem somente o genótipo. 

 Apesar de cada modelo animal apresentar limitações, juntos eles são 

essenciais para o desenvolvimento de diversas estratégias terapêuticas que 

buscam um substituto para a distrofina, ou uma barreira para a degeneração 

muscular e consequente progressão da doença (BANKS; CHAMBERLAIN, 

2008).  Todavia, mesmo com estudos tanto em animais, como em seres 

humanos e in vitro, não há ainda nos dias de hoje, um tratamento eficaz para a 

cura da DMD (BANKS; CHAMBERLAIN, 2008).  

 Contudo, não existem muitos achados científicos em que descrevam 

como o tecido cartilagíneo 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 não expressem o 

fenótipo característico da DMD, alguns autores observaram que este animal 

apresentava níveis séricos elevados de enzimas sarcoplasmáticas e alterações 

morfológicas semelhantes aos portadores de DMD (BULFIELD et al., 1984), 

como severa degeneração muscular nos membros, presença de fibrose e de 

deposição de tecido adiposo (BRIDGES, 1984). Ainda segundo Bridges (1984) 

em animais de 8 a 30 semanas pode-se observar regeneração 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 não expressarem o fenótipo 

de portadores de DMD. 
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 Assim, no presente estudo deu-se preferência ao camundongo mdx 

pela viabilidade e disponibilidade no meio científico, e pela homogeneidade 

fenotípica, 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 pós-puberes com o objetivo de avaliar 

como o desenvolvimento cartilagíneo do PC ocorre nestes animais. Assim, os 

camundongos com 4 semanas de idade, considerados jovens, apresentariam 

elevada carga hormonal em relação aos animais de 10 semanas de idade 

considerados adultos jovens. Como descrito anteriormente, sabe-se que o 

desenvolvimento cartilagíneo, em especial da estrutura objeto deste estudo 

(PC) é diretamente influenciado por fatores intrínsecos, como a ação hormonal, 

e por fatores extrínsecos, como a ação muscular (ação mecânica) em conjunto, 

influenciariam diretamente o processo de desenvolvimento craniofacial.  

Segundo Ghafari e Cowin (1989) diminuição da massa muscular do 

masseter, um importante músculo que atua no desenvolvimento do côndilo da 

mandíbula, foi observada em animais mdx. Da mesma forma Eckardt e Harzer 

(1996) e Cudny (1978) verificaram diminuição do tamanho do crânio em 

animais portadores de DMD. Assim, acreditamos que estas alterações 

musculares possam comprometer o desenvolvimento normal do PC, já que 

mudanças craniofaciais já foram identificadas.  

Desta forma, estudos que elucidem as repercussões da ausência da 

distrofina, característica de portadores de DMD, sobre os aspectos 

morfológicos envolvidos no desenvolvimento cartilagíneo (craniofacial ou de 

outras articulações), são fundamentais para a melhoria da qualidade de vida 

desses portadores, pois os resultados dessa pesquisa poderiam dar suporte a 

novos estudos que visem à melhoria das condições clínicas desses indivíduos. 

Ainda, baseados no fato de que na diminuição de estresse mecânico 

decorrente da menor potência muscular dos indivíduos portadores da DMD 

poderia interferir com a dinâmica 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 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

Nessa revisão de literatura serão abordados aspectos relevantes produzidos 

pela comunidade cientifica sobre o assunto deste projeto de pesquisa. 

 

 

 

 

2.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE 

 

 

 

Em uma reunião da Sociedade Real de Medicina e Cirúrgica em 1851, 

Edward Meryon, um médico inglês, apresentou as características clínicas de uma 

determinada doença que iniciava na infância e que acometia a musculatura 

esquelética, deixando-as fracas e, em consequencia disso, os portadores moriam 

muito cedo (MERYON, 1851). Meryon (1851) notou que essa doença tinha origem 

familiar e acometia apenas os meninos. Investigando mais sobre tal condição, foram 

realizadas biopsias nas medulas espinais de indivíduos que morreram em 

decorrência desta e constatou-se que a mesma não estava alterada, logo, concluiu 

que o os tratos e glânglios não estava associado com o surgimento dessa fraqueza 

muscular e que se tratava de uma doença de natureza puramente miogênica 

(EMERY; EMERY, 1995). Afim de obter mais informações dessa enfermidade, 

Meryon utilizou técnicas histológicas para avançar ainda mais nas caracteristicas 

desta. Então, 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 razões desconhecidas. Entretanto, 

após 16 anos se passarem esta doença foi associada ao francês 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 glória por “descobertas” feitas pelo próprio. 

Duchenne utilizou as descobretas de Meryon como base, estabeleceu 

características clínicas e histológicas para caracterizá-la, seu trabalho, “Recherches 

sur la paralysie muscularie pseudo-hypertrophique ou paralysie myo-sclerosique”, foi 

publicado em 1868 (EMERY, 2002). 

 

A musculatura estriada esquelética é um tecido de extrema relevância para 

diversas funções metabólicas, esse tecido, como outro qualquer, está susceptível a 

alguns padecimentos, como por exemplo, a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) 

que é uma doença de caráter hereditário recessivo ligado ao cromossomo X 

localizada na banda p21 de seu braço curto (BODRUG et al., 1987), ela é 

caracterizada por uma progressiva degeneração muscular (BACCARI et al., 2007), e 

atinge 1 em cada 3,500 meninos. A DMD não apresenta características evidentes 

até os três ou cinco anos de idade e quando os sintomas aparecem, iniciam-se pela 

musculatura dos membros inferiores, conseqüentemente, os portadores apresentam 

dificuldades em sua locomoção 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 indivíduos portadores da distrofia muscular de Duchenne há ausência ou 

redução da expressão de uma proteína, a distrofina. Essa é uma proteína estrutural 

da membrana plasmática que atua na manutenção da integridade da membrana 

celular e resistindo às forças mecânicas, esta proteína forma um complexo com 

outras proteínas que conecta o citoesqueleto celular à matriz extracelular (LAW; 

ALLEN; TIDBALL, 1994). Na ausência desta proteína, a membrana celular torna-se 

mais suscetível a deformações estruturas, resultando em ruptura e necrose das 

fibras musculares (MATSUMURA; CAMPBELL, 1994; TINSLEY et al., 1994). Além 

de ser encontrada na membrana plasmática, esta pode ser encontrada no sistema 

nervoso central, porém em uma quantidade mais reduzida. Tal fato explica a 

incidência de 20% dos portadores de Duchenne serem acometidos 

neurologicamente e, em consequência disto, o quociente inteligência desses 

garotos, geralmente, é menor que 70 (HSU, 2004).  
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2.2 PROTEÍNAS ESTRUTURAIS DE MEMBRANA 

 

 

 

Mantendo a integridade da membrana plasmática das células encontramos 

diversas proteínas, dentre estas a distrofina, uma proteína alongada que pesa 47 

kD, possuindo uma parte central em forma de bastão, uma região carboxi-terminal, 

que se liga ao complexo de glicoproteínas da membrana celular, e outra região 

animo-terminal que interage com os filamentos de actina da célula (GILLIS, 1996), 

dessa forma, essa interação da distrofina como os elementos intra-celulares e 

extracelulares promove uma estabilidade da membrana celular que a torna 

resistente às forças mecânicas. Juntamente com a distrofina encontram-se outras 

proteínas estruturais como a distroglicana, que se liga aos componentes da matriz 

extracelular (MEC) e com a laminina, assim aumentando a resistência da membrana 

celular às cargas mecânicas (MATSUMURA et al., 1993). No músculo esquelético a 

ausência da distrofina causa ruptura da membrana sarcoplasmática e a 

degeneração desta estrutura que resulta em uma maior concentração dos níveis 

séricos de enzimas citoplasmáticas características do músculo esquelético (GLESBY 

et al., 1988). Com essa membrana celular desorganizada e rompida, há uma maior 

liberação de íons cálcio e essa alta concentração altera a homeostase intracelular 

desse íon, tal alteração poderá ativar as proteases dependentes de cálcio que 

desencadeiam processos degenerativos nas fibras musculares (DE BACKER et al., 

2002). 

 

 

 

 

2. 3 DISTROFIA MUSCULAR E MÚSCULOS DA MASTIGAÇÃO 

 

 

Muitos trabalhos desenvolvidos em humanos e animais têm demonstrado que 

os músculos da mastigação e da expressão facial, como o masseter e temporal, 

quando enfraquecidos, alteram o posicionamento da mandíbula em relação à 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 músculos estarem atrofiados e/ou necrosados, como observa-se na DMD, 

pode ocorrer um desequilíbrio entre os músculos da mastigação e os da expressão 

facial, prejudicando desta forma, o crescimento e o desenvolvimento craniofacial 

(KREIBORG et al., 1978). 

Considerando que a cartilagem do PC sofre influência de fatores hormonais e 

mecânicos, seria esperado que músculos que atuam sobre a articulação 

temporomandibular (ATM) exerçam alguma influência sobre a estrutura da 

cartilagem. Na tentativa de explicitar essa situação Yonemitsu, Muramoto e Soma 

(2007) realizaram um experimento onde o masseter foi seccionado com o intuito de 

cessar a estimulação mecânica sobre a cartilagem condilar, concluiu-se que a 

atividade do masseter é importante para o crescimento normal da cartilagem, visto 

que sem a força muscular houve uma diminuição 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 alterações morfológicas 

em animais que tiveram paralisia na musculatura da expressão facial. Por outro lado, 

forças excessivas sobre a cartilagem estimulam os condrócitos a aumentarem a 

síntese do colágeno tipo I e da fibronectina, isso implica prejuízos no crescimento 

dessa estrutura (COPRAY; JANSEN; DUTERLOO, 1985). A cartilagem condilar é 

bem conhecida por sua capacidade de se adaptar a partir de estímulos externos 

durante e depois do crescimento (SHEN; ALI DARENDELILER, 2005). Já está bem 

sedimentado que mudanças na direção da força aplicada sobre a cartilagem do PC 

alteram o seu tamanho total (LIU; KANEKO; SOMA, 2007), a sua espessura, a taxa 

de proliferação e o estado erosivo do osso subcondral (FUENTES et al., 2003; 

SATO; MURAMOTO; SOMA, 2006), essas alterações são desencadeadas por 

mudança no posicionamento da mandíbula em relação a fossa condilar do osso 

temporal. 

 

 

2. 4 DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO CONDILAR DA MANDÍBULA 
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hipertrofiados com o loci prevalecendo sobre o núcleo e citoplasma, na parte inferior 

desta camada nota-se o limite entre a cartilagem e o osso subcondral, motivo pelo 

qual esta região é conhecida como zona de ossificação endocondral (RAMIREZ-

YAÑEZ, 2004), nesta camada há colágeno tipo III, em menor quantidade, que lhe 

confere elasticidade e maior resistência mecânica (PIRTTINIRMI et al., 1995). 

Nessas duas ultimas camadas há uma considerável quantidade de proteoglicanas 

(versicana, decorina e a agrecana que está em maior concentração) envolvidas na 

trama de colágeno (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 À INSULINA E SEU RECEPTOR 

 

 

O fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-I) é um hormônio 

importante no crescimento somático, auxiliando também no desenvolvimento e da 

maturação funcional do sistema nervoso, age na inibição da apoptose celular 

(ANLAR; SULLIVAN; FELDMAN, 1999), no funcionamento adequado dos sistemas 

imunológico, cardiovascular e reprodutor (ISGAARD et al., 1999). Em casos de 

deleção do gene do IGF-I, observa-se retardo mental, surdez neuro-sensorial, além 

do retardo no crescimento corporal (DUAN; REN; GAO, 2010). Esse padrão de ação 

sistêmica é observado porque o IGF-I é expresso em quase todos os tipos de tecido 

e tipos celulares durante o desenvolvimento embrionário (BONDY et al., 1990). Este 

fator também tem ação no crescimento de ossos longos, no disco epifisário e, em 

tecido cartilagíneo, estimulando o crescimento pós-natal dos condrócitos 

(SCHEVEN; HAMILTON, 1993). Scheven e Hamilton (1991) observaram que a ação 

IGF-I, no crescimento do processo condilar da mandibular, se dar principalmente nas 

camadas pré-condroblástica e condroblástica da cartilagem do PC.  
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O receptor do IGF-I, IGF-IR, é composto de duas subunidades, duas alfas que 

são extracelulares e duas subunidades betas que são transmembrânicas (LARON, 

2001). As subunidades alfas possuem os receptores do IGF-I e são unidas por uma 

ponte disulfeto, enquanto as subunidades betas são compostas por três partes: uma 

pequena parte extracelular, uma transmembrânica e uma intracelular. A parte 

intracelular está intimamente relacionada com a enzima tirosina kinase, que 

retransmite o sinal desencadeado pela ligação do IGF-I em uma cascata intracelular 

(LARON, 2001). O IGF-IR possui sete segmentos transmembrânicos que estão 

conectados internamente a uma proteína ligante de GDP (guanosina difosfato), 

quando ocorre uma ligação do fator de crescimento ao receptor, o GDP se dissocia 

do complexo e ativa de uma enzima, adenilatociclase, que traduz o sinal do IGF-I em 

forma de um mensageiro secundário, os AMP’s cíclicos, que desencadeiam uma 

cascata enzimática que vai agir no núcleo estimulado a síntese de terminadas 

proteínas (LEROITH et al., 1995; NELSON; COX, 2002). 

 

Dependendo do local onde o IGF-I for sintetizado, observa-se um 

determinado tipo de ação, ou seja, pode atuar de uma forma endócrina, autócrina ou 

parácrina (D’ERCOLE; APPLEWHITE; UNDERWOOD, 1980; NILSSON et al., 1986). 

Na camada pré-condroblástica da cartilagem do PC nota-se uma menor quantidade 

de receptores do IGF-I, enquanto na camada condroblástica há uma maior 

concentração desses receptores (PATIL; SABLE; KOTHARI, 2012), tal disposição 

evidencia o potencial proliferativo existente nessa camada condroblástica. O IGF-I 

desempenha uma importante função na matriz extracelular da cartilagem, pois atua 

estimulando a síntese e o catabolismo dos proteoglicanos (MCQUILLAN et al,. 

1986).  

 

 

 

2. 7 MODELOS DE ANIMAIS DE DISTROFIA MUSCULAR 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

A fim de se avaliar se a cartilagem do PC de camundongos MDX é 

susceptível à ausência de distrofina, com o emprego de técnicas rotineiras de 

histologia e imunohistoquímicas serão determinados, qualitativa e quantitativamente: 

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

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

 

 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no uso de 

animais da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São 

Paulo (FMVZ/ USP), sob o protocolo 2175.2011.  

 

 

4.1 PROCEDÊNCIA DOS ANIMAIS E FORMAÇÃO DOS GRUPOS 

 

 

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos C57BL/10 normais 

(grupo controle - c) e da linhagem mdx (portadores de distrofia muscular – grupo 

experimental - e) provenientes do biotério da Associação de Amigos dos Portadores 

de Distrofia Muscular (AADM) em parceria com a Universidade de Ribeirão Preto 

(UNAERP), do Centro de Criação de Animais de Laboratórios (CECAL) da Fundação 

Oswaldo Cruz.  

Acomodados em gaiolas de polipropileno com uma grade metálica, cada uma 

contendo de quatro a cinco indivíduos, os animais dos dois grupos foram mantidos 

no biotério do Departamento de Anatomia Humana do Instituto de Ciências 

Biomédicas III da Universidade de São Paulo sob condições controladas de 

temperatura (entre 23º e 25ºC), e luz com ciclos claro/ escuro de 12 horas, sem 

restrições de ração e água (Figura 1).   

 

Figura 1 – Camundongo C57BL/10 (A) e gaiola onde os animais foram mantidos (B) 
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P= 0,03, sendo P<0,05 

 

   

4.2 OBTENÇÃO DO PROCESSO CONDILAR DA MANDÍBULA (PC) 

   

 

Para a remoção bilateral do PC dos animais de todos os grupos (c4; e4; c10; 

e10) os mesmos foram eutanasiados em câmara de dióxido de carbono (CO2) do 

Biotério do Departamento de Anatomia – ICB-USP e imediatamente submetidos a 

uma cirurgia, que constou das seguintes fases: identificado o arco zigomático 

através da palpação, realizou-se inferiormente a este, uma incisão ventro-dorsal na 

pele da região pré-auricular, a fim de se expor o arco zigomático e o músculo 

masseter, que foi removido juntamente com os músculos pterigóideos lateral e 

medial.  Em seguida, após aberta a cápsula articular da ATM, realizou-se uma 

secção obliqua na mandíbula, desde o processo coronóide até o ângulo da 

mandíbula, a fim de se tracionar e retirar cuidadosamente o PC no sentido lateral 

(Figura 2). 
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A fim de serem submetidos às diferentes técnicas rotineiras de microscopia 

de luz, os PCs direito e esquerdo dos animais de todos os grupos foram fixados por 

imersão em solução de Bouin durante 8 horas. Em seguida, os espécimes foram 

descalcificados de acordo com o preconizado por Morse (1945), sendo imersos por 

um período mínimo de 90 dias em uma solução contendo 50% de ácido fórmico e 

20% de citrato de sódio, trocada em intervalos de 48 horas. Depois de confirmada a 

descalcificação, avaliada através de teste do conteúdo mineral de cada espécime 

(que consistiu em se adicionar à solução descalcificadora uma solução de oxalato de 

amônio a 5%), os mesmos foram lavados em água destilada, desidratados em série 

crescente de alcoóis (do 70% ao absoluto) durante 30 minutos, diafanizados em xilol 

por 30 minutos, e incluídos em parafina. Cortes semi-seriados de 5 µm no plano 

sagital foram realizados em um  micrótomo  (Leica  SM  2000 R) e, após 

desparafinados, foram submetidos às diferentes técnicas. 

 

 

4.3.1 TÉCNICAS ROTINEIRAS 

 

 

Foram empregadas as colorações da hematoxilina-eosina (HE) para 

avaliação dos tecidos em geral; da Safranina-O (Sigma), para a evidenciação da 

matriz cartilagínea (LUNA, 1968), e do picrosirius avaliado sob luz polarizada, a fim 

de se distinguir o tipos de fibras colágenas (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 

1979). 

 

  

4.3.2 IMUNOHISTOQUÍMICA 
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regra da amostra progressiva  (MANDARIM-DE-LACERDA, 1991). O exemplo a 

seguir, aplicado ao animal 1 é válido para os demais (2 a 5). 

 

Como, com essa metodologia, seriam contados 50 campos por animal (ou seja, 

250 campos para um grupo de 5 animais, um número extremamente excessivo) 

aplicou-se a seguinte fórmula, preconizada por HALLY (1964): 

 

Desta forma, estabeleceu-se preliminarmente, em alguns campos, a densidade 

de volume dos condrócitos (Vv), de acordo com um sistema teste (PT) contendo 80 

pontos, conforme ilustra a figura 4. 

 

Figura 4 – Campo microscópico da parte média da cartilagem condilar da mandíbula, com o sistema 
teste de 80 pontos 

 

  

√ (1-Vv)
n

EPR =
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assim,   

     n corrigido = 300  =    2200 pontos 

 

0,25 

 

Desta maneira, para a determinação da densidade da matriz cartilagínea, foram 

contados 27 campos (com 0,196 mm2) para cada animal de cada grupo de estudo. 

 

 

4.4.3 NÚMERO ESTIMADO DE CONDRÓCITOS DA CAMADA CONDROBLÁSTICA 

DO PC 

 

 

 Nas lâminas coradas pelo método da Hematoxilina-Eosina, foram obtidas 

imagens da parte central da cartilagem do PC, utilizando-se o sistema de análise de 

imagem previamente descrito (item 4.4.2) com objetiva de 40X, onde foram contados 

todos os condrócitos da camada condroblástica (Figura 5). 

 

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

 
Notar os condrócitos (x) assinalados na camada condroblástica (c). (a- camada 
articular; pc- camada pré-condroblástica; h- camada hipertrófica. HE. Barra de 
calibração: 50 µm).  
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 ANÁLISE QUANTITATIVA 

 

 

De acordo com as metodologias empregadas, serão descritos, além do peso 

dos animais, os resultados dos seguintes parâmetros avaliados na cartilagem do PC: 

área total da cartilagem; número e área dos condrócitos da camada condroblástica e 

condrócitos 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, estão 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), não foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes entre esses grupos. 

 

Tabela 1 – Média (± desvio padrão) 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 – Representação gráfica da Média do Peso Corporal 

 
Animais MDX (E4, E10) e C57BL/10 (C4, C10).  

 

 

5.1.2 ÁREA DA CARTILAGEM DO PC 

 

 

 Relativamente a esse parâmetro, verificou-se que a média do grupo C4 

(202,12mm2) foi semelhante àquela do grupo C10 (211,91 mm2). Ao se comparar os 

grupos experimentais, observou-se que a do grupo E4 (205,56 mm2) não foi 

significativa aos controles de 4 e de 10 dias (C4 e C10), porém, aquela determinada 

para o grupo E10 (166,81 mm2) foi significativamente menor do que as dos demais 

grupos. Contudo, estatisticamente não foi detectado nenhuma diferença 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 área total da cartilagem do PC nos grupos MDX (E4, E10) e C57BL/10 (C4, 
C10) 

 

 
 
 

5.1.3 ÁREA DOS CONDRÓCITOS DA CAMADA CONDROBLÁSTICA DO PC  

 

 

 Na figura 12 encontra-se o padrão de distribuição das áreas dos condrócitos 

dos diferentes grupos. A sua análise permite verificar que, nos grupos experimentais 

(E4, E10), aproximadamente 50% dessas células estão concentradas no intervalo 

entre 20 e 80 µm2. Nos grupos controle, 40% dos condrócitos do grupo C4 estão 

concentrados nos intervalos entre 60 e 80 µm2 e entre 100 e 140 µm2, ao passo que 

no grupo E10, a distribuição é mais ampla, com somente 25% das células 

concentradas no intervalo entre 60 e 90 µm2. 
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 5.1.4 NÚMERO DOS CONDRÓCITOS DA CAMADA CONDROBLÁSTICA DO PC  

 

 

Na tabela 2, estão expressos os dados relativos ao número de condrócitos 

sob a forma de média ± desvio padrão.  

 

Tabela 2 – Número de condrócitos (média±dp) da camada condroblástica nos grupos Controle e 
Experimental  

 

Grupos 
Número de condrócitos camada 

condroblástica 
C4 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 asteríscos se difereciam estatisticamente ANOVA (P<0,05). 
 

Verificou-se que, tanto entre os grupos controle (C4, C10) como entre os 

grupos experimentais (E4, E10), não ocorreram diferenças estatisticamente 

significantes. Ao comparar os grupos experimentais com os respectivos controles 

(E4/C4 e E10/C10), os animais mdx apresentaram um número bem reduzido de 

condrócitos (Figura 14). 
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Figura 15 – Médias da porcentagem ocupada pela MEC na cartilagem do PC  

 

 

 

5.1.6 IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

 

5.1.6.1 NÚMERO DE CONDRÓCITOS IMUNORREATIVOS AO IGF-I E 

CORRELAÇÃO COM O NÚMERO TOTAL  

 

 

A tabela 3 contém os dados relativos ao número de condrócitos forte (++) e 

fracamente (+ -) imunorreativos ao IGF-I, bem como a correlação com o número total 

estimado obtido nas lâminas coradas com HE (item 6.1.4).  
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Figura 18 – Média do número de condrócitos forte e fracamente imunorreativos ao IGF-I nos 
diferentes grupos 

 

 
 

Figura 19 – Média da correlação do número de condrócitos forte e fracamente imunorreativos ao IGF-
I com o número total estimado de condrócitos, nos diferentes grupos 

 

 
 

 

 

5.2 ANÁLISE QUALITATIVA 

 

 

5.2.1 EVIDENCIAÇÃO DAS CAMADAS DA CARTILAGEM DO PC 
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As camadas articular (a), pré-condroblástica (pc), condroblástica (c) e 

hipertrófica (h) constituintes do PC, foram identificadas e diferenciadas nos cortes 

histológicos corados pelo método da HE, nos grupos  controle (C4, C10) e 

experimental (E4, E10). 

 

As características das camadas nos grupos C4 e E4 estão evidenciadas na 

figura 20. 

 

 

Figura 20 – Camadas constituintes do PC na fase de 4 semanas dos grupos Controle (A, B) e mdx 
(C, D) 

 

 



RESULTADOS | 69 

 
 

Destaque para as diferenças entre as camadas condroblástica (c) e hipertrófica (h). As 
setas indicam a camada articular. (HE. Barra de calibração: 20 µm). 

 

 

Nos grupos de 4 semanas (C4, E4) a camada articular apresentou-se 

delgada, com fibroblastos de aspecto ovóide em sua grande maioria; entretanto, em 

alguns trechos dessa camada no grupo E4, foram detectados fibrócitos delgados e 

alongados. Relativamente à camada pré-condroblástica, não foi possível de se 

estabelecer com precisão a sua localização em ambos os grupos, uma vez que 

devido ao aspecto ovóide de suas células, era facilmente confundida como 

pertencente à camada precedente, ou à camada condroblástica. 

 

A organização da camada condroblástica, caracterizada por apresentar 

condrócitos de contorno preferencialmente arredondado, diferiu significantemente 

entre os 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 condrócitos. 

 

O contorno e o volume das células constituintes da camada hipertrófica não 

diferiram entre os grupos. Entretanto, observou-se que no grupo C4 a quantidade de 

condrócitos era bem superior em relação à verificada no grupo E4 (contribuindo para 

a sua maior espessura) e também bem definida, ou seja, distinta da camada 

condroblástica, fato não confirmado no grupo E4, onde essas duas camadas 

confundiam-se entre si.  

 

As características das camadas nos grupos C10 e E10 estão evidenciadas na 

figura 21. 
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Figura 22 – Distribuição das fibras de colágeno 

 

 
Colágeno dos tipos I (amarelo, laranja, vermelho) e III (verde) nas camadas a, pc e c (em 
conjunto, acima da linha tracejada). Notar a maior espessura e das camadas e o predomínio 
das fibras do tipo III no grupo controle (A), e a menor espessura e predomínio das fibras do 
tipo I no grupo mdx (B). (Picrosirius sob luz polarizada. Barra de calibração: 25 µm). 

 

 

Entre os grupos C10 e E10, também foram observadas diferenças quanto a 

esse aspecto, ou seja, as fibras colágenas do tipo III predominaram no grupo 

controle, enquanto quer no grupo mdx, o predomínio foi das fibras do tipo I (Figura 

23). 
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6 DISCUSSÃO 
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deve ocorrer numa proporção equivalente o suficiente para compensar essa perda, 

indicando que a avaliação do fator peso não dever ser utilizada isoladamente como 

fator de comparação. 

Segundo ainda esses autores, nos animais mdx há uma diminuição na média 

da altura e da largura da cartilagem do PC, o que não foi comprovado na presente 

pesquisa, pois a área total dessa estrutura não diferiu entre os grupos. Todavia, 

deve-se salientar que, embora semelhantes quanto às medidas, a cartilagem do PC 

apresentou-se alongada e afilada nos animais mdx, o que certamente contribuiu 

para a diminuição da sua espessura, principalmente no grupo E10. Tais 

observações corroboram com as descrições clássicas sobre as deformações que a 

DMD produz nas superfícies articulares, principalmente na forma e tamanho da 

mandíbula de animais distróficos (VILMANN; JUHL; KIRKEBY, 1985), ainda mais se 

for considerado que esses animais com 10 semanas têm uma idade correspondendo 

a 22 anos no humano, fase da vida em quer a DMD encontra-se em fase avançada. 

Estudos futuros que permitam determinar a forma, a orientação e o volume do PC de 

animais mdx poderão colaborar para uma melhor compreensão dessas alterações. 

Brush e Hall (2003a) afirmaram que em processos degenerativos, condrócitos 

morfologicamente normais, aumentam em volume declarando, entretanto, não ser 

possível distinguir se esse aumento possa estar associado a algum processo 

degenerativo. Yonemitsu, Muramoto e Soma (2007), investigando a ausência de 

estímulo mecânico sobre a cartilagem do PC, demonstraram que os condrócitos 

estão menores e mais compactados em relação ao controle. Analisando a área dos 

condrócitos da camada condroblástica verificou-se para os animais mdx as menores 

médias, tanto no grupo E4 como no grupo E10, o que é compatível com a ausência 

de estímulo determinada pelas alterações musculares provenientes da ação da 

DMD. 

PAPADOPOULOUA et al. (2007) sugeriram que estímulos de natureza 

mecânica são essenciais para a diferenciação e maturação dos condrócitos, pois 

desta maneira estes são estimulados a sintetizar alguns fatores de crescimento que 

incitam o crescimento e desenvolvimento da cartilagem do PC. Através de uma 

análise proteômica, Li et al. (2010) avaliaram o estresse mecânico sobre a 

cartilagem do PC e verificaram uma redução na expressão da vimentina (um 

importante componente do citoesqueleto que mantêm a morfologia normal dos 
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7 CONCLUSÕES 

 

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

que: 

1. Embora tenha apresentado uma tendência a ser menor no mdx, a área total 
da cartilagem do PC não diferem da dos controles. 
 

2. A área dos condrócitos nos mdx é menor quer as dos animais controle. 
 

3. Os mdx apresentaram um número de condrócitos mais reduzido que o 
controle. 
 

4. A quantidade de matriz extracelular foi maior nos controles. 
 

5. Cartilagem condilar do PC dos animais exibiu um aspecto mais fibroso, com o 
colágeno tipo I predominando sobre o colágeno tipo III. 
 

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

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