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RESUMO

ESPER, G. V. ZTerapia celular sob aquapuntura em modelos murinopara distrofia
muscular de Duchenne [Cellular therapy under aquapuncture in murine ndelr
Duchenng 2012, 85 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) Faculded®ledicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paul@.20

O camundongo mdx € um modelo animal muito utilizadoa estudar a distrofia muscular
degenerativa de Duchenne (DMD) e apesar de o mageksentar uma degeneracdo mais
branda, inGmeras pesquisas com este animal sdradssd devido a alta reprodutibilidade de
fenodtipos, obtencdo comercial de vérias linhagenvaxo custo de manutengcdo. A
degeneracdo muscular progressiva ocorre devido araaotacdo genética que culmina na
auséncia ou diminuicao da producéo da proteineotlisd. Esta alteracdo gera uma cascata de
eventos que pioram a degeneracdo muscular. Atutdmarterapia preconizada é o uso de
corticéide, que visa modular a inflamag&o muscalaossui uma série de efeitos colaterais,
por isso uma série de estudos propondo outras $ordw tratamento vem sendo
desenvolvidos. Um tratamento promissor parece swrapia celular com células-tronco
mesenquimais, a qual pode interferir no procesgerteativo por imunomodulacao celular.
Como a acupuntura pode controlar o processo inflnade doencas degenerativas, tal qual
na doenca de Parkinson, acredita-se que o usorcatmdas duas terapias possa diminuir o
efeito degenerativo da DMD. Nesta pesquisa foraatiaos 22 camundongos mdx, machos,
4 a 6 semanas de idade. As células-tronco utilzpdea a aplicacdo foram de polpa dentaria
humana carregando a proteina verde fluorescentEREE a quantidade aplicada em cada
acuponto foi de 1xT0células. Os acupontos selecionados foram B47 (leapnB49 (Yishe)

e B52 (Zhishi). Os animais foram distribuidos algamente em quatro tratamentos (A)
células-tronco em acupontos fals() solucdo fisiolégica em acupontos verdadeir@), (
células-tronco em acupontos verdadeiros e (D) olmtsem nenhum tratamento. No total trés
injecdes foram realizados em um periodo de 56 abasstudo. As avaliacdes do tratamento
foram feitas através das andlises da forca dedardgd musculos, da creatinofosfoquinase
sérica (CPK), histolégica através da estruturag@ondiofibrilas e morfometria do colageno e
imuno-histoquimica pela expressado da proteinaofiist. Ao décimo dia apds a terceira
aplicacdo de células-tronco observa-se uma difaresmgnente no grupo controle, a qual
manifestou um aumento da CPK em relacdo aos awatasnentos e sem diferenca estatistica
para forca de tracdo pelos membros toracicos. Blalbgia dos musculos tibial cranial e
diafragma foram observou-se infiltrados inflamaisriregeneracéo tecidual e diminuigcdo do
coldgeno nos grupos tratados p<0,05. Na imunodustaica verificou-se uma melhora da



guantidade de distrofina nos animais tratados ipa@hmente no tratamento células-tronco em
acupontos verdadeiros p< 0,05 e, pela analise dleeanento das células-tronco com EGFP
nao se pode determinar o seu caminho uma vez quebs&rvamos imunorreatividade nas
analises utilizando o anti-GFP. Conclui-se que mgamentos com terapia celular nos
acupontos verdadeiros, acupontos falsos e soligia§ica nos acupontos podem melhorar
a doenca degenerativa muscular no mdx pelo aunderng@pressao da proteina distrofina.

Palavras-chave: mdx. acupuntura. distrofina. céitrianco.



ABSTRACT

ESPER, G. V. Z. Cellular therapy under aquapunctaorenurine models for Duchenne.
[Terapia celular sob aquapuntura em modelos mupaos distrofia muscular de Duchenne
2012. 85 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Facoityeterinary Medicine, University of
Séo Paulo. Sédo Paulo, 2012.

Muscular dystrophy in mdx mouse is an animal madsd to study Duchenne muscular
dystrophy (DMD) in humans. Although this model @nets a milder degeneration, there are
several studies with this animal due to the higpbroducibility of phenotypes, obtaining
various lines available and low maintenance castis Iknown that progressive muscle
degeneration occurs due to a genetic mutationdhiminates in the absence or decreased
production of dystrophin protein. This change gates a cascade of events which aggravate
the muscle degeneration. Currently, the recommetiiE@dpy is the use of corticosteroids to
modulate muscle inflammation; however, there aneimber of collateral effects, so a series
of studies suggesting other forms of treatment Haaen developed. A promising treatment
seems to be a therapy with mesenchymal stem wdilsh can interfere with the degenerative
process by cellular immunomodulation. As acupurecttam control the inflammatory process
of degenerative diseases such as Parkinson's elisbasuse of both syndication therapies
may reduce the DMD degenerative effect. In thiglg22 mdx mice, males, 4-6 weeks of age
were evaluated. Stem cells were used for the agiic of human dental pulp carrying the
green fluorescent protein (EGFP) and the quanfiplied to each acupoint was 1xX1¢Ells.
The acupoints selected were B47 (Hunmen), B49 @jiahd B52 (Zhishi). The animals were
randomly assigned to four treatments groups: (Ajnstells in false acupoints, (B) saline in
true acupoints, (C) stem cells in true acupoints @) control without any treatment. In total,
three injections were performed over a period oidags of study. Evaluations of treatment
were made by analyzing the tensile strength of teasameasuring the serum creatine
phosphokinase (CPK), structuring of myofibrils bigtblogy and morphometry of collagen
immunohistochemistry and by the amount of dystropbriotein. At day ten after the third
application of stem cells there is a differenceyanlthe control group, which manifests an
increase in CPK compared to other treatments arstatistical difference in tensile strength.
In the histology of cranial tibial muscles and dieggm, inflammatory infiltrates were
observed, as well as tissue regeneration and detteeollagen in the treated groups (p
<0.05). On immunohistochemistry there was an imenoent in the amount of dystrophin in
animals treated mainly in acupoints true (p <0&%) through analysis and tracking of stem
cells with EGFP it was not possible to determireepgath once immunoreactivity was not



observed in analyzes using anti-GFP. We concludettbatment with stem cell therapy on
true and false acupoints and with saline solution azupoints can improve muscular

degenerative disease in mdx by increased expressiystrophin protein.

Keywords: mdx. acupuncture. dystrophin. stem cells.
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1 INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doedegenerativa dos masculos
esqueléticos e cardiacos que atinge 0 homem droaiancausada por uma mutacado genética
transmitida pelo cromossomo X, que afeta princigalt@ individuos do sexo masculino
numa proporcdo de 1:3500 criangas nascidas (BUSHBYal.,, 2009; LUZ; NETO;
MARQUES, 2003; WILLMANN et al., 2009).

Em humanos, os sintomas desta doenca comecamex@parpartir dos trés anos de
idade manifestando fraqueza nas pernas, aumerdordgaiura convexa da coluna vertebral e
dificuldade de deambulacdo. Com o0 passar do temm®mgeneracdo progressiva muscular
afeta o coracéo e os musculos responsaveis pelsagE, resultando na morte prematura do

paciente geralmente na segunda ou terceira déeaddal(WILLMANN et al., 2009).

Mediante a identificacdo da mutacdo genética désemca e o conhecimento da
importancia deste gene, responsavel por produzroteina distrofina foi possivel tentar
algumas formas alternativas para o tratamento (EANAK; WONG; ELSON, 1995; LUZ;
NETO; MARQUES, 2003; BUSHBY et al., 2009).

A terapia para a DMD é baseada principalmente o des glicocorticéides como
deflazacort e prednisona, mas existem indmeras uas] com tratamentos nao
convencionais, que analisam a eficacia de antdwstibloqueadores dos canais de célcio,
terapia génica e terapia celular (KHUARANA; DAVIE3003; CHAKKALAKAL et al.,
2005; WHITEHEAD et al., 2008).

Entre os diferentes tratamentos, a terapia cekdan células-tronco tem ganhado
destaque por melhorar a deficiéncia da distrofiodavia ha algumas controvérsias quanto a
via de administragdo e a escolha da melhor célateed para regeneragcdo muscular
(CHAKKALAKAL et al., 2005; KERKIS et al., 2008).

Uma forma alternativa de tratamento que vem sendi@ada com sucesso para
algumas doencas, que visa a melhora da qualidadeaeo paciente e reestabelecimento do
equilibrio do paciente é a acupuntura e suas difesetécnicas adjuvantes de aplicacao.
Dentro das diversas técnicas adjuvantes temos apaqtura, que consiste na aplicacdo de

farmaco em acupontos, com efeito de aumentar agi@, utilizando dosagens menores do



17

gue a recomendada (DRAEHMPAEHL; ZOHMANN, 1997; PBE®&S et al., 2004,
CEROYSKY et al., 2008).

Considerando que a acupuntura melhora a qualidadedd do paciente com doenca
degenerativa (URTIZBEREA et al., 2003; MARCUCCI0Z) e ainda pode restaurar a massa
muscular através da acdo nos controles dos caedB&t oxido nitrico, ac&o inibitéria de
miostatina, anti-inflamatéria na diminuicdo de TEGANF«-B, assim como o controle da dor
(TABOSA et al., 2002; XING, 2003; TABOSA et al.,@ LIU et al., 2004; TAKAOKA et
al., 2007; GAO et al., 2008), o uso da acupuntsep@ada a terapia celular pode ser uma
alternativa promissora para o tratamento de pasesam DMD.

Dessa forma, realizamos no modelo murino paradfistmuscular a aplicagédo das
células-tronco de origem de polpa de dentaria haneam acupontos visando potencializar os
efeitos desta terapia celular, o qual aliado aesosf benéficos da acupuntura pode constituir
uma forma alternativa de compensar os efeitos @éegivos em camundongasdx gerando
assim possibilidades de ser este modelo de trataraphcado para a DMD em humanos.

1.1 JUSTIFICATIVA

A acupuntura é uma técnica que insere agulhas éenndeados pontos com menor
resisténcia elétrica, denominados acupontos. fs@&sdo estimulados promovem a liberacéo
de neurotransmissores, opidides endégenos ou pmodaovem uma acao maior do sistema
nervoso autdbnomo, simpatico ou parassimpéatico (TBRBt al., 2002; TABOSA et al.,
2004; LIU et al., 2004; YAN, 2007).

Gama (1999) utilizou acupuntura e verificou aumet@oresposta imunolégica em
varios experimentos, o que lhe possibilitou selemiouma variedade de acupontos (1G4,
IG11, E36, VG14, F11, B25, B20), pois néo existe ponto de acupuntura especifico para
aumentar a resposta imunologica especifica, mas/aiios deles tonificam o potencial de
producdo destes, de uma forma inespecifica. AléssodiScognamillo-Szab6 e Bechara
(2001) citaram a utilizagdo da acupuntura paraaglé® da resposta imune, cicatrizacgéo,

neovascularizacao e regeneracao de tecidos les®eagerimentalmente.
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Alguns trabalhos que utilizaram baixas doses dedéos aplicados nos acupontos
mostraram uma potencializacdo na acao dos meditasngnando comparados com a via de
administracao rotineira preconizada pelo fabricdRIESSOA et al., 2004; CEROYSKY et
al., 2008).

Ja, a terapia celular utilizando células-troncceparser uma alternativa promissora
para o tratamento de pacientes com DMD, pois tecamacidade de imunomodular e
melhorar a progresséo da distrofia muscular, padsuadade anti-inflamatoria e ainda produz
efeito tréfico que aumenta a atividade de repamgeno (ICHIM et al.,, 2010). Porém,
ainda nao foi encontrada qual a melhor célula-wpr@ de aplicacdo, bem como a melhor

dosagem e o intervalo de aplicacédo destas células.

Levando em consideracdo os estudos acima citadies-qginferir que a utilizacdo
concomitante de terapia celular utilizando célttaseo e acupuntura pode acarretar em uma
potencializagdo da sua acdo. Com isso, a hipétesse drabalho consiste no fato de que as
células-tronco, quando injetadas em pontos de atu@) podem melhorar o efeito

regenerativo muscular e a for¢a de tracdo nos mesnms camundongosdx
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta tese de doutoramento foi compasafeitos terapéuticos de células-
tronco de polpa dentaria humana (CTPD) aplicadas aeopontos (aquapuntura) em

camundongomdx

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Cultivar as células-tronco de polpa dentaria huaman

. Comparar as vias de transplante das células-tnoo€@acupontos verdadeiros e

falsos em camundongasdx

. Verificar a eficiéncia da aquapuntura com a aplcade solucéo fisiologica

em acupontos em camundongogx

. Avaliar o efeito terapéutico dos diferentes tratatbe na musculatura dos
camundongosndxmediante a andlise da creatinofosfoquinase sé@iacoes da forca dos
membros torécicos, histolégica do musculo tibianail, rins, figado, diafragma e bago e

imuno-histoquimica do musculo tibial cranial e dafichgma.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DISTROFIA MUSCULAR

As distrofias musculares s&do doencas neuromussulaie evolucdo clinica
progressiva, com origem genética, que comprometeraszulatura esquelética. Uma delas é
a distrofia muscular de Duchenne (DMD), cuja efijdoesta ligada ao cromossomo Xp21,
num padrdo de heranca recessivo, onde a mae, geag@e assintomatica, transmite a
doenca ao filho. Tem incidéncia aproximada de hdac3500 criancas do sexo masculino,
surgindo os primeiros sintomas na idade de 3 @06 anapesar de muitos estudos, ainda nao
existe uma terapia efetiva (LUZ; NETO; MARQUES, 320OVAINZOF et. al, 2005;
BUSHBY et. al, 2009; WILLMANN et. al, 2009).

Na DMD ocorrem mutagfes do tipo pontuais, duplieacé delecbes em algumas
regibes do cromossomo X, responsavel pela cod#caga proteina distrofina (LUZ; NETO,;
MARQUES, 2003; BUSHBY et al., 2009), no qual dagscbs dos pacientes produzem a
proteina com auséncia da sua porcao central, nimntemegido C terminal integra, o que
garante uma funcao parcial da proteina. Os denaaistes possuem uma parada pontual no
gene, produzindo pouca ou nenhuma proteina devidotacao pontual no gene da distrofina
(HOFFMAN; BROWN; KUNKEL, 1987).

A funcéo desta proteina é estrutural uma vez queagé estabilizando o sarcolema
muscular, conectando o citoesqueleto da actinatdzneatracelular e a matriz extracelular ao
citoesqueleto como pode ser observado na FiguPASTERNAK; WONG; ELSON, 1995)
(Figura 1). Dessa forma, a deficiéncia desta pnateausa uma fragilidade da membrana da
célula muscular, por uma contracdo induzida lesidoao sarcolema e levando a morte
celular (DECONINCK; DAN, 2007; WALLACE, MACNALLY, P09). Esta mesma proteina
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também pode ser encontrada em populacdes neutadd<Bet al., 2002; EHMSEN et al.,
2002).

Figura 1 - Esquema ilustrativo do complexo glicaehoa-distrofina na membrana da célula musculaiolgia
da distrofia muscular
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Fonte: (KHUARANA, DAVIES, 2003)

Legenda: Interagdo da distrofina com o citoplastrensmembrana e proteinas extra celulares no
musculo esquelético da célula muscular. DMD= distrmuscular de Duchenne, BMD= distrofia muscular d
Becker, CYS= cisteina, DG= distroglicano, NOS= oxdtrico sintase e LGMD distrofia muscular de eiat

A patofisiologia da lesdo muscular ndo esta corapiehte elucidada e uma das
hipoteses é a de que a fragilidade celular pronaaéenulo de célcio intracelular, ativando
proteases como a calpaina que resulta na mortarcéllZ; NETO; MARQUES, 2003;
DECONINCK; DAN, 2007). Sugere-se ainda que o mexani da irrigacdo vascular
contribua para o agravamento da lesdo musculgpamentes com DMD.

Além disso, a deficiéncia da distrofina pode ir@arfna producédo da enzima oOxido

nitrico sintase (NOS), que resulta diminuicdo daddxnitrico, por conseguinte limita a
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vasodilatacdo e aumenta o estresse oxidativo.#stesso de limitar a vasodilatacdo pode
facilitar o processo isquémico durante o exerci@iogque é necessario um maior aporte de
oxigénio, conseguido pela acdo do oxido nitrico, wmasodilatador produzido
fisiologicamente pelas células musculares (DECONINCDAN, 2007; TIDBALL;
WEHLING-HENRICKS, 2007).

Outro fator que deve ser considerado para a praieagdo da doenca € a massa
muscular. Individuos com DMD e maior massa muscaf@mesentam uma progressao da
doenca mais lenta, inferindo que anabolizantesagnosser uma terapia auxiliar promissora,
embora com efeitos colaterais indesejaveis. Nestamma ideia, a propria necrose celular pode
induzir uma resposta inflamatéria que agravardsaol@nuscular. Sendo os corticoides Uteis
na preservacao desta massa, € 0 Unico grupo faigam atualmente preconizado para o
tratamento desta afeccdo (DECONINCK; DAN, 2007).

Todos estes eventos desencadeiam uma acao emacagease inicia pelo aumento
da permeabilidade celular, seguido do maior infldeocalcio, que associado a alteracdo do
oxido nitrico, favorece a diminuicdo da funcéo mitadrial. Isto promove um aumento do
estresse oxidativo que perpetua a atividade intidmnaalevando a progressédo da degeneracao
muscular na DMD (TIDBALL; WEHLING-HENRICKS, 2007; WLLACE; McNALLY,
2009) (Figura 2).
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Figura 2- Esquema ilustrativo da cascata de evefgasorte celular muscular na doenga da distrotiacar
de Duchenne

Influxo de
calcio
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Fonte: (DECONINCK; DAN, 2007), modificado.

Legenda: A auséncia da proteina distrofina na @éhuscular acarreta em uma cascata de eventos tais
como: aumento da permeabilidade cel@lalonseqiiente aumento do influxo de célcio pardesior da célula.
Além disso, a a falta da distrofina acarreta namigédo do 6xido nitrico sintase, limitando o témascular e o
processo final € a degeneracdo, morte da fibralacelseguido de processo inflamatério, que perpetua
degeneracdo muscular e fibrose muscular.

As células musculares lesionadas sdo constantemep@eadas por meio das células
satélites ou precursoras miogénicas. Estas céhaédlites sdo mononucleadas e estédo
localizadas na periferia do miotubo, entre o saroal e a lamina basal das fibras musculares.
Mediante estimulos tais como os miotraumas, esthdas tornam-se ativas, proliferam e
expressam marcadores miogénicos. No entanto, qusaleolicitadas, elas permanecem em
estado quiescente, nao proliferativo (HAWKE; GARRY01).

Durante a fase inicial do periodo fetal, as célidaglites sdo abundantes para

contribuir com o desenvolvimento muscular no pearipds-natal, diminuindo abruptamente
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em poucos meses, 0 que torna o potencial proliferadestas células limitado
(SCHAMALBRUCH; HELLHAMMER, 1976)

Durante a progressdo da DMD, ocorrem ciclos repstide degeneracdo e
regeneracdo, 0 que esgota a capacidade regenedds/acélulas satélites e inicia a
substituicdo do tecido muscular contratil por tedibroso (LUZ; NETO; MARQUES, 2003;
COLLINS; MORGAN, 2003; WALLACE; McNALLY, 2009; SEWK, 2010).

A degeneracao pode ser visualizada pela histottmiaisculo distréfico no inicio da
doenca com inumeros focos de mionecrose, inten§ltrado inflamatorio, miofibras
hipertroficas e de tamanhos variados de fibras olaises (COLLINS; MORGAN, 2003;
WALLACE; McNALLY, 2009).

Como dito anteriormente, os sintomas da DMD, gezabese iniciam entre 3 a 6 anos
de idade, com atraso na funcdo motora principakneatcintura pélvica e posteriormente na
cintura escapular e, em alguns casos, retardo ménfzerda da capacidade de deambular
ocorre entre 8 a 10 anos de idade, por isso ees3®3s necessitam do uso da cadeira de
rodas (WILLMANN et. al, 2009, BUSHBY et. al, 2009%ste processo de degeneracéo

muscular é evidente pelas substituicdes do tecidecuatar por tecido conjuntivo e adiposo,

que causa pseudo-hipertrofia dos musculos afetadosa evolugcéo para o 6bito, que ocorre
em torno da segunda década de vida, por motivansi€i¢iéncia cardiaca ou respiratdria
(BUSHBY et. al, 2009).

As avaliacbes para verificar a extensdo da lesascuhar sdo testes funcionais
musculares (forca, extensdo, deambulacdo, coor@epacdosagem sérica de
creatinofosfoquinase, histologia muscular e imuistelquimica (antidistrofina) (De LUCA et
al., 2008; WHITEHEAD et al., 2008)

A creatinofosfoquinase (CPK) € uma enzima que icata transferéncia do fosfato
entre a adenosina trifosfato (ATP) e a creatindafos Esta enzima encontra-se em grandes
concentragdes no musculo esquelético e miocardésepte também na circulagdo sanguinea
apos a injuria destes tecidos em teores propoisianiesdo. Como a CPK possui uma meia-
vida curta ela também é utilizada para teste degndstico de lesdes musculares
(HOFFMANN; SOLTER, 1989). Por ser considerada umadiaoa laboratorial clinica
fidedigna para o monitoramento da DMD e avaliar ehora degenerativa muscular, este
teste € amplamente utilizado em humanos e modelosaes, como em camundongoxix
(De LUCA et al., 2008; BURDI et al., 2009).
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Pacientes com DMD geralmente parecem normais ainmaisto, mas mostram niveis
elevados de creatinofosfoquinase no sangue, devigsao muscular (WILLMANN et. al,
2009, BUSHBY et. al, 2009).

Além dessa avaliacdo, existe também o teste fuatimuscular que analisa 0 uso
méximo da forgca do membro ao puxar uma haste caseet um dinamdmetrgr{p-strength
testy. Ainda temos outra forma de avaliacdo que € pesisfio dos membros toracicos ou 0s
quatro membros em permanéncia maxima de tempo sabf® de aco revestido. Apesar do
exercicio extenuante favorecer o desenvolvimentdedées musculares (DECONINCK;
DAN, 2007), o uso destes testes em camundongbando acelera a progressédo da doenca,
como confirmado pela andlise da CPK sérica e bigich do musculo diafragma (Van
PUTTEN et al., 2010).

Os cortes histologicos do tecido muscular esquelétdentificam com determinadas
coloracdes (hematoxilina-eosina e tricromio de Massu picrosirius) a necrose e os indices
de regeneracdo muscular e facilitam a quantificaliaolageno. Ja, a técnica de imuno-
histoquimica deste mesmo tecido detecta as prsteimstadas, sendo sua eficacia de
diagnostico melhor do que a reagdo de polimerizagiicadeiaRolymerase Chain Reaction
PCR) multiplex, devido a velocidade de execucaecipéo e alta disponibilidade de
anticorpos antidistrofina e proteinas associadd&BFFS; RAMPLING; SMITH, 2002).

3.2 MODELOS DE ANIMAIS PARA DMD

A distrofia muscular também afeta os animais, pocEm algumas variacdes de
comprometimento clinico como perda da funcdo motateofia muscular, cardiomiopatia
dilatada, disfagia, megaeso6fago entre outros s{@&xSSU; SAMPAOLESI, 2007).

Esta doenca possui carater progressivo e letalulenamos e animais, o que motivou o
estudo de modelos em varias espécies como: cdes, paixes e camundongos. No entanto

nenhum dos modelos utilizados representa fidedignggra doenca em humanos.
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Existe ainda uma busca constante de forma a mianebz efeitos da doenca, para
aplicar a estratégia apropriada para o estudo atantento (WILLMANN et al., 2009;
DUAN, 2010).

Dos modelos caninos, as racas de cades que possstandaenca sadoldens
Retriever, Rottweilers, Cavalier Kings Charles SphaBeagles

A distrofia muscular nestas ragas esté ligada ama@ssomo X, com mutag¢do pontual
no cédon do exon 8. A progressao da doenca temo iggcalmente com 3 meses de idade e a
morte em qualquer periodo neonatal até a idaddaadD$ sinais clinicos apresentados sao
fragueza muscular, hiperglossia, disfagia, emagreaio, contratura muscular, problemas
cardiacos, digestérios e respiratorios (KERKIS|¢t2808; WALMSLEY et al., 2010). Para
este modelo canino, a indicagcdo para tratamentocliiéo sugerido é referente
principalmente para as lesdes cardiacas, poisatteaacdes funcionais de deambulacéo ficam
extremamente variadas quanto a idade e fenotipaide®ntes pacientes (WILLMANN et
al., 2009).

Para os modelos felinos ha uma delecéo em cédaiceddr da distrofina, que causa
a conservacdo da massa muscular mesmo com a @@agréa doenca, mas também pode
demonstrar rigidez muscular esquelética e considecdmprometimento cardiaco, o que nao
se assemelha a doenca no homem, ja que ndo haalget fraqueza muscular
(WILLMANN et al., 2009).

A DMD também é estudada nos peixes como o Zebrafesitdo um modelo atraente,
poiS seus corpos sao compostos predominantes drilogigsqueléticos e 0 comportamento
do complexo glicoproteina distrofina semelhantdnamano (GUYON et al., 2003). Estudos
mais recentes sobre este modelo verificaram untéefia da vitamina B3, precursor do
dinucleotideo nicotinamida e adenina, na melhorardanizacao da laminina na lamina basal
favorecendo a resisténcia das fibras muscularegfitas (GOODY et al., 2012).

Para os modelos murinos, mdx € o modelo natural para Distrofia Muscular de
Duchenne, e foi descrito por Bulfield et al. (198&¥tes animais foram originados de uma
colonia de animais C57BL/10, na qual houve uma gatgontual do exon 23 da distrofina,
que resulta em um cédon de parada (WILLMANN et2009). Entretanto, mdxapresenta
um quadro clinico mais brando que nos humanos,cor@sdegeneracdo e necrose muscular
semelhantes (PASTORET; SEBILLE, 1995).

A degeneracdo e regeneracdo muscular nos camurdornbaniciam-se por volta
dos 20 dias de idade e a necrose atinge o seu&qiee35 a 90 dias (TANABE et al., 1986).
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A degeneragdo muscular destes animais é mais évidendiafragma do que outro grupo
muscular (Van PUTTEN et al., 2010).

Um aspecto que favorece a evolucdo clinica dos mdomgosmdx € que eles
possuem um maior numero de fibras revertentes (2-§&& passam a sintetizar novamente
de forma espontanea a distrofina, por isso ndcsaeptam sinal clinico evidente (VAINZOF
et al.,, 2005). Verifica-se ainda que entre 2 e vhasms de idade ocorre uma vigorosa
degeneracdo e regeneracdo das fibras musculartss regsmais, 0 que resulta em um
aumento do numero de diferenciacdo de novas miaBbrcaracterizando estas células com
nacleos centralizados e um aumento heterogeneidiadamanho. Em paralelo, observa-se
necrose dos musculos nesta fase inicial da do&viitd MANN et al., 2009).

Por causa destas alteragcfes, estes camundongserdpne algumas caracteristicas
histologicas e bioquimicas séricas muito semellsardes humanos e, devido a esta
similaridade, estes modelos séo utilizados expetah@ente para investigacdo de diversos
aspectos da DMD (De LUCA et al., 2008; BURDI et 2009, KAYALI et al., 2012), o que
permite elucidar aspectos béasicos da patofisiolpgiamitindo ainda testar a eficicia de
estratégias terapéuticas emergentes (WILLMANN .e2809).

Além disto, os modelos murinos tém outras consiud#sazantagens como seu uso em
diversos estudos publicados, alta reprodutibiliddeléenotipos, obtencdo comercial de varias

linhagens e baixo custo de manutencao (WILLMANIdIgt2009).

3.3 TERAPIAS PARA DMD

O tratamento preconizado para a DMD € baseadomiaaterapia e demais farmacos
sintomaticos, mas a partir do momento que se itleniio erro genético causador da doenca,
inUmeros trabalhos se propuseram a pesquisar oioina®s para corrigir ou amenizar a
degeneracédo muscular (RANDO, 2012).

Entre estes farmacos estdo os imunomoduladoremxidantes (n-acetilcisteina),
antibioticos e bloqueadores de canais de calcitgrapias celulares e génicas, entretanto, até
0 momento, nenhum deles se mostrou eficiente parara desta doenga (KHUARANA,;
DAVIES, 2003; WHITEHEAD et al., 2008; KEMALADEWI «dl., 2011).
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A corticoterapia como escolha para o tratamentDM® consiste na resposta de néao
progressdo da doenca, pois seu modo de acdo enpodpeiedades anti-inflamatorias,
anabolizante muscular e estabiliza a mitocéndasprecendo a predominancia de fibras
musculares do tipo-1 (KHAN, 1993; REITTER, 1995%td= grupo farmacologico produz
efeitos colaterais como imunossupressao, desmireggab 0ssea, excessivo ganho de peso,
anormalidade de comportamento, aparéncia de simddarCushing, excessivo crescimento
de pélos e ndo aumenta a producédo da distrofind\NEUR et al., 2008).

As pesquisas com antibidticos, principalmente osnaghicosideos, tais como a
gentamicina, mostra que provocam alteracées daddadribossomal e na leitura génica a
qual substituirdA um aminoacido diferente do cédomsgeguindo a leitura que formara a
proteina. Porém, existem efeitos colaterais desiemdco como ototoxicidade e
nefrotoxicidade (KAYALI et al., 2012).

Em camundongomdx, a gentamicinaesultou em aumento de 20% da producao da
distrofina (BARTON-DAVIS et al., 1999) e melhora aepecto da degeneracdo do musculo
gastrocnémio, mesmo apos exercicio (De LUCA eRADB). Em estudo clinico em humanos
houve diminuicdo da creatinofosfoquinase sérican s®lhora clinica, quando este farmaco
foi administrado por 14 dias consecutivos, ndo sestiservados efeitos tdéxicos (MALIK et
al., 2010).

A mesma acao foi vista pelo farmaco Ataluren (P2@®&), que foi desenvolvido para
realizar a mudanca nos coédons defeituosos UAA, BWAGGA, pela acdo de determinados
elementos quimicos que alteraram a leitura do RNAmMo mostra a Figura 3 (WELCH et
al., 2007).
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Figura 3 - Esquema ilustrativo da traducdo do RNsndlistrofina em proteina e acao do Ataluren.
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Fonte: ©2012 PTC — Therapeutics

Legenda: A) Traducdo do RNAmM de uma proteina ngrBplraducdo incompleta do RNAm da distrofina
devido a presenca de um cddon de parada ,de le@yiraraducéo facilitada do RNAm da distrofina cag@o
do ataluren.

A mesma resposta foi obtida por Kayali et al. (30d2ando utilizaram um farmaco
RTC13, que possui o principio da acdo da gentamieinerificaram melhora clinica nestes
animais, além de aumento da area positiva patefiti®, sendo maior que o controle por
analise imuno-histoquimica.

Burdi et al. (2009) analisaram o tratamento comtgefilina em murino mdx
submetidos ao exercicio com uma esteira e verzia‘inadiminuigéo da CPK sérica. A agao
outras citocinas pro e anti-inflamatoria, inibid@o especifico da fosfodiesterase e os efeitos
colaterais do uso cronico deste farmaco sdo oslgmals digestérios e imunoldgico
(ZIMMERMAN et al., 2011).

A acetilcisteina é um farmaco mucolitico usado areenizar os efeitos deletério e
progressivo da DMD, com acdo na diminuicdo dos ceasli livres e produtos pré
inflamatorios. WHITEHEAD et al. (2008) demonstrargme o tratamento de animarglx
com este farmaco aumentou as concentracfes danatef-distroglicana, que indica uma
melhora na degeneracdo muscular, por um efeito ensapdrio da distrofina.
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Outra categoria de tratamento ndo convencionaloséf@itos com as células-tronco
mesenquimais (CTMs). Estas células tém caractms$stde aderéncia em placa quando
cultivadas, capacidade de diferenciacdo de peloosér@s linhagens (cartilagem, tecido
0sseo e tecido adiposo) e expressam marcadordareslespecificos. Estudos recentes tém
demonstrado que este tipo celular tem a capacidadeliferenciar também em outras
linhagens celulares tais como: neuronais e cardigémicas (CAPLAN, 2009; RASTEGAR
et al., 2010). Por isso, o0 uso de CTMs na DMD ppdmluzir uma maior regeneracao
muscular e diminuir os efeitos deletérios destandaecomo descrito por Pinheiro et al.
(2012), que utilizaram células-tronco de tecidgasd e verificaram uma menor quantidade
de mediadores inflamatérios e maior quantidade aso¥ sanguineos nos animaisix

tratados.

Em 1999, Gussoni e colaboradores realizaram unsglamte de células-tronco de
medula 6ssea de camundongos no reparo da distrefinanimais da mesma espécie de
linhagemmdx e demonstraram resultados promissores com aundentstrofina muscular
nestes animais.

Ichim et al. (2010) citam que as terapias com CT@s trés vantagens frente a outras
terapias: capacidade de se ligar geneticamentenpadaldicar o musculo distréfico, atividade

anti-inflamatoria e producéo de efeito tréfico quenenta a atividade de reparo enddgeno.

Outro tratamento ndo convencional pesquisado éapigéegénica, que é baseada em
vetores, geralmente virais, que carregam em seariaanucleico, regides codificadoras da
distrofina de diferentes tamanhos. Entretanto hecatéhecimento sobre a habilidade da
persisténcia desses vetores de uma forma inécuesmedeiro, bem como o comprimento
ideal da distrofina a ser transplantada por esd®er vPICHAVANT et al., 2011,
KEMALADEWI et al., 2011).



31

3.4 ACUPUNTURA

Os primeiros indicios de uso da acupuntura dataf mé anos e pesquisadores tém
relatado referéncias a acupuntura no campo daiNater por volta do ano de 900 a.C., na

China, quando esta medicina era realizada em cavalo

No ocidente, ela foi introduzida somente no sée(\dll pelos jesuitas e, a partir do
século XX, entre as décadas de 20 e 30, foi diilenda Franca, por Souliet de Morant e seus
discipulos e no Brasil, a acupuntura foi introdazidm 1950 por Frederico Spaeth
(DRAEHMPAEHL; ZOHMANN, 1997; LUNA, 2002).

A palavra acupuntura origina-se do latiacus - agulha; pungare — perfurar
(IAMAGUTI et al., 1981; DRAEHMPAEHL; ZOHMANN, 1997t UNA, 2002). Esta terapia
€, por definicdo, a arte de introduzir agulhas eg@ontos com resisténcia elétrica reduzida, os
quais se encontram espalhados na regido da museukgquelética. Sdo denominados de
acupontos e se inter-relacionam, formando os naradi. Os meridianos mais utilizados na
pratica da acupuntura sdo quatorze sendo dozeerhikte simétricos e 0s outros dois

distribuidos na linha média ventral e dorsal namars.

No homem, cada membro possui trés meridianos argsre trés posteriores, 0s quais
promovem conexdes energéticas internas entre Oeg&isceras. Estes meridianos sdo
denominados: pulmao (P), intestino grosso (IG), (), bexiga (B), figado (F), vesicula-
biliar (VB), coracdo (C), triplo-aquecedor (TA),téstino delgado (ID), pericardio (Pc),
estdbmago (E) e baco-pancreas (BP) (DRAEHMPAEHL; KAAMNN, 1997; YAMAMURA,
1998; LUNA, 2002, SHOEN, 2006).

As indicacOes para 0 uso da acupuntura sdo inungerssgundo Draehmpaehl e
Zohmann (1997) algumas indicacdes para tratamentargmais, principalmente no caso de
doencgas referentes ao aparelho locomotor, entedtgtges, retencdo de placenta, metrite,
doencas da pele. Além disso, outros autores citaenghs degenerativas tais como;
Parkinson, Distrofias Musculares, como possiverglicktas para o tratamento com auxilio
da Medicina Tradicional Chinesa e resultados anaresdja foram obtidos, apesar dos dados
ainda serem inconclusivos (URTIZBEREA et al., 208%RCUCCI, 2007).
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A acupuntura possui algumas técnicas adjuvantes o.comletroacupuntura,
moxabustdo, aquapuntura (acuinjecéo) e laser (DRANEAEHL; ZOHMANN, 1997). A
acuinjecao ou aquapuntura é o procedimento realizacvés de aplicacdo de substancias
como vitamina B12, progestagenos, solucao fisiolygiarmacos nos pontos de acupuntura
promovendo uma estimulacdo conforme a especifieiddd acuponto e da substancia
aplicada (CARNEIRO, 2007; COSTA; BOTTECCHIA; SILVA008).

Em 2004, Pessoa et al. verificaram que a admig@&trade microdoses de
prostaglandina F2(PGF21) no acuponto Bai Hui induziu a lutedlise em umsa 2a vacas, as
quais receberam quantidades equivalentes a 10%s#ardcomendada do farmaco pela via
intramuscular (IM), e em 5 das 24 vacas, que reeeb@5% da dose recomendada no mesmo

acuponto.

Em outro experimento conduzido por Ceroysky e{2008) demonstraram a eficacia
do tratamento na diminuicdo do anestro pos-pamduzindo o cio em porcas pela
estimulacdo dos acupontos Bai Hui e Weiken (loadbz na linha média do espaco
sacrococcigeo), por meio de moxabustdo ou aquapufmn! de solucéo de glicose a 20%),
obtendo 70,3% de manifestagcdo de estro, sendo #estagdo de estro no tratamento-
controle de 57,5%.

A administragéo de IgG humana em ratos (2,54g/ls) amupontos VG-1, Bai Hui e
acupontos falsos, demonstrou que a titulacdo @esieorpo apos 30 dias foi maior no ponto
Bai Hui do que os outros tratamentos (SHOEN, 2001).

O equilibrio dado pela funcéo da acupuntura € abdm pela liberacdo de opidides
endogenos, cortisol plasmatico, dopamina, ocitgcinaerotonina; estimulacéo
parassimpaticomimética ou simpaticomimética; irfibicda substancia pain, citocinas e
radicais livres (TABOSA et al., 2002; TABOSA et,&004; LIU et al., 2004; YAN, 2007,
WANG et al., 2011). Ha diferenca da resposta figjada entre o uso das diferentes técnicas
adjuvantes, como a estimulacdo do Oxido nitricca pEgdo da acupuntura (moxabustéo,
eletroacupuntura e agulha seca). Ben et al. (20d€3rvaram uma maior concentracao desse
metabdlito na pele, principalmente, com o uso daahostdo nos acupontos Pc 5 e B57.

A eletroacupuntura, que utiliza uma determinadguéacia (hertz) e intensidade
(volts) acoplados a agulha de acupuntura, seguradk@oka et al. (2007) pode alterar a
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liberacdo de miostatina, o que leva a uma reacélifgrativa das células satélites, com

reparacao no musculo esquelético.

O uso de somente agulhas nos acupontos tambémc#étalgsr Liu, Chen, Chiu
(2009), que citam o uso do acuponto B52 para ameaisscoliose degenerativa, com 31° de
angulo de Cobb na radiografia lombar de uma muber 74 anos de idade. Apds 6 semanas
de tratamento com acupuntura houve uma diminuigha f0° de angulo de Cobb e, em

seguida, se fez a correcdo cirargica.

Sabe-se que a acupuntura € uma técnica que conldegnae opidides endoégenos e
beneficiar o controle da dor, mas ha também o &spkrmelhorar a regeneragdo muscular:
Ameis et al. (2008) onde verificaram um aumentognantidade de células satélites no
musculo tibial cranial, apés agulhamento do acupdf®6, em camundongos C57BL/6,

comparado com o grupo controle.

Em outro trabalho citam que a utilizacdo destaptarpara diminuir os efeitos da
atrofia, doenca que impossibilita os pacientesedézar exercicios fisicos, foi realizada com
sucesso, onde camundongos apos sessdes de acapneluoraram a sintese da proteina e a

diminuicdo da degradacéo desta na musculaturalésiqag ONDA et al., 2011).

Apesar da associacdo da acupuntura com a terdplarcger uma novidade, existem
alguns estudos nesse sentido principalmente comm&rade medula espinal em animais.
Nestes trabalhos foram utilizadas células-tronagiradas de medula éssea, adicionando-se a
técnica de eletroacupuntura e os resultados obfi@sn otimistas para a sobrevivéncia
destas células apés o transplante, diferenciac@imedana no tecido, bem como a recuperacao
fisica dos animais pelo teste de locomocao de Bdssaitie, Bresnahan (BBB), sendo o0s
resultados melhores no grupo em que houve assodiagdduas técnicas (DING et al., 2009;
DING et al., 2011; YAN et al., 2011; LIU et al., 2).

A utilizacdo da acupuntura pela teoria energégoa funcéo terapéutica preventiva e
curativa nos desequilibrios da Energia Interna (WAWURA, 1998). E utilizada geralmente
no tratamento de lombalgia, ciatalgia e miasteias-se geralmente nestes casos a utilizacédo
do meridiano da bexiga (YAMAMURA, 1998).

A localizacédo deste meridiano esta na regido daisslanimais, sendo chamados de
Pontos Shu Dorsais, ou de Transporte Dorsais, wnague Shu significa transportar. Eles
transportam o Qi (energia) para os 6rgaos corrggraas, pois tem uma comunicacédo direta,



34

causando efeitos significativos sobre esses org@ms a medicina ocidental esses efeitos
(fisicos, emocionais ou mentais) sdo explicadosdrao-se na organizacdo neural dos

segmentos espinais e teoria da circulacao eneag®&{0SS, 2003).

Os pontos Shu dorsais, além de tratar os aspectosi@nais e mentais relacionados
ao 0rgdo com 0s quais se comunicam, podem tambentikzados para o tratamento de
tecidos e suas funcdes. Assim, o ponto bexiga (B)di& afeccbes do figado, tais como
cefaleias, gastrites, entre outras. Na esfera @malciatua na raiva e a depresséo. Tratam
distarbios de musculos e tecidos associados ade®dps sentidos, como os olhos, ja que “o
Figado abre nos olhos” (HE e NE, 1999).

Os musculos séao controlados pelo meridiano bacoreas, mas o figado também
pode exercer este controle em musculos de cowsiitdfibrocarnosa e tenddes. Enquanto o
figado regula o aspecto contratil dos musculosfuagdes dos tendBes e ligamentos, o
baco/pancreas controla a massa muscular e a fegiasdmuasculos. Assim, nos tratamentos
de sequelas de acidentes vasculares cerebrais, pambsia espastica dos musculos e
retracOes dos tenddes, utilizam-se os pontos @oldigROSS, 1994). De acordo com Ross
(1994), quando hé& atrofia dos musculos e tenddesastenias trata-se dos meridianos do

figado, vesicula biliar e baco/pancreas.

A literatura para indicacéo dos ac de acupuntesténsa e descrita em varios livros.
Yamamura (1998) traz os pontos B49, B50, B51 e @&52a o tratamento da lombo-ciatalgia e
da paralisia dos membros inferiores. O acuponto B#Hiomem tonifica 0 Qi do meridiano
do figado, que possui acdo nas contraturas, doegido lombar e paralisia dos membros

inferiores.

Os efeitos da acupuntura também foram avaliadas guglo oxidativa do farmaco 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), gué utilizado para modelo da doenca de
Parkinson, em camundongos C57BL/6. Verificaram ggi@ontos F3 e VB34 diminuiram o
aumento do ferro férrico, evitando a alteracao eétabyolismo deletério do ferro neste modelo
(CHOI; PARK; LIM, 2009).

Dessa forma, podemos dizer que o tratamento dosimlongosmdx neste projeto
com pontos de acupuntura associados a célula-tymrd® nos abrir novas perspectiva para o
tratamento desta doenca, visando & melhora dadgqdalde vida dos mesmaos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS

Este projeto de doutorado foi aprovado pelo codutética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdod?aahforme o documento em anexo.

Os camundongosndx foram mantidos no Biotério do Instituto de Pesasiis
Energéticas e Nucleares (IPEN) em gaiolas plastioemdas com maravalha de pinus
autoclavadas, em ambientes climatizados com temoparaontrolada a 21°C e ciclo de
iluminacédo de 12 em 12 horas. Em cada gaiola havimaximo 6 animais da mesma idade.

Os animais receberam ra¢anagua filtrada em bebedouros com canudo longo.

4.2 CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO DE POLPA DENTARIA HMANA

As células-tronco de polpa dentaria humana (CTRililas de acordo com protocolo
descrito em Kerkis et al., (2006) foram cultivadas meio de cultur®ulbecco’s Modified
Eagle’s Medium/F1ZDMEM/F12 — LGC Biotecnologia, SP, Brasil) content’5% de soro
fetal bovino definido (SFBd — Hyclone), 1100 U/mkEstreptomicina 100ug/mL de
Penicilina/Estreptomicina (LGC Biotecnologia), 1% ld-glutamina (Invitrogen, CA, USA) e
1% de aminoacidos ndo essenciais (MEM NEAA - logén). Este meio foi chamado de
DMEM completo (DMEMc).

As células foram mantidas em estufa 8 @7com atmosfera imida contendo 5% de

géas carbdnico (C4).

Para facilitar o rastreamento destas células apfmrsplante, as mesmas foram

transduzidas com retrovirus recombinante carregamdgene reporterEnhanced Green

! Nuvital, Estrada da Ribeira, 3001, km 03, Colorf#-Brasil
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Fluorescent ProteifEGFP) gentilmente doados pela Profa. Dra. Patdxuistina Baleeiro

Beltrdo Braga.

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento do protocolo de terapialarelsob aquapuntura foram
utilizados 22 camundongosdx machos, com idade de 4 a 6 semanas. Para taraninoais

foram distribuidos aleatoriamente entre os tratdosen

A) Aquapuntura associada a células-tronco injega@ento falso (n=6);

B) Aquapuntura placebo injecéo de solucéo fisi@agn=5);

C) Aquapuntura associada a células-tronco injegépanto verdadeiro (n=6);
D) Controle, sem tratamento (n=5).

O transplante no tratamento por aquapuntura emoatop verdadeiros realizou-se
pela administracdo de células-tronco nos pontoggaek7 (Hunmen), bexiga 49 (Yishe) e
bexiga 52 (Zhishi), a cada trés semanas (21 d@s)) contencdo quimica e anestesia
inalatdria através do halogenado Isofluorano a G¥si@lia, Sdo Paulo, Brasil), utilizando o
sistema aberto com méscara de inalatoria, favodecencontencdo e auxiliando para a

identificacdo do local de aplicacdo do transpléhigura 4).



37

Figura 4- Camundongmdxanestesiado por mascara com isofluorano

B52° 'B49  B47

Fonte: (ESPER, G.V.Z, 2012).

Legenda: Camundongmdx anestesiado com mascara com isofluorano. As petdas indicam os
acupontos utilizados neste trabalho (B47, B49, BB2area tricotomizada (setas pretas).

No tratamento A, a administracdo de 1k&6lulas-tronco de polpa dentaria na sétima
passagem, por aquapuntura foi realizada em acupdaians, situados a 0,5 cm lateral dos

verdadeiros.

No tratamento B, conhecido como placebo aplicoQ;828 mL de solucéo fisiologica

nos acupontos verdadeiros apds anestesia do animal.

No tratamento C, aplicou-se 0,02 mL de solucdoeratu 1x10 células-tronco de
polpa dentaria nos acupontos verdadeiros, anatomit@ situados conforme Yin et al.
(2008) em camundongo e Han et al. (2011) em rato.

O ponto Bexiga 47 esta localizado na depressamlaieborda caudal do processo
espinhoso da décima vértebra toracica com aproxdmadte 0,6 cm lateral no camundongo
em relacéo ao processo espinhoso da vertebra.

J4, o ponto Bexiga 49 situa-se na depresséao laterpfocesso espinhoso da décima
segunda vértebra toracica, também com aproximadante cm lateral no camundongo
adulto em relac&o ao processo espinhoso da vértehoaalizacdo do acuponto Bexiga 52 é

na depressdo lateral do processo espinhoso da dseguértebra lombar também com
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aproximadamente 0,6 cm lateral no camundongo aduitoelacdo ao processo espinhoso da
vértebra.
No tratamento D nada foi aplicado para a verificag@d progressdo da distrofia

muscular com o passar da idade destes animaisra@atarem os 56 dias do experimento.

Convém ressaltar que tanto a injecdo de células amnoutros tratamentos foram

feitos com intervalo de 21 dias em um total deig6.d

4.4 AVALIACAO DOS CAMUNDONGOSMDX SOB A TERAPIA CELULAR

Os animais foram avaliados em quatro momentos: mtmmeicial (M1) uma semana
antes de comecar os tratamentos, primeiro momafp 10 dias apds a primeira aplicagdo
das células-tronco ou solugao fisiologica, segumdmento (M3) 10 dias apds a segunda
aplicacdo das células-tronco ou solucéao fisiolggieeceiro momento (M4) 10 dias apods a

terceira aplicacéo das células-tronco ou solugioldigica.

As avaliagOes da eficiéncia do tratamento relaclasao grau das lesdes musculares
dos camundongasdxdos diferentes grupos foram aferidas pela forgaad@io dos membros
toracicos, avaliacdo clinica do parametro bioquinsérico da creatinofosfoquinase, por
analise do padréo histolégico do musculo tibialnida rim, figado, baco e diafragma e

ensaios imuno-histoquimicos do muasculo tibial @baido diafragma.

4.4.1 Avaliacao de forca da tracdo dos membros tarios

Para a avaliacdo de forca dos membros toracicosadosais submetidos aos
diferentes tratamentos foi realizado o teste doH#ra tanto, um aparato foi construido onde
uma corda de metal revestida de plastico foi suligarpor uma haste com uma altura de 35
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cm da base e os camundongos foram suspensos ioestéifidualmente, conforme mostra
figura 5 (Van PUTTEN et al., 2011). Os animais foranalisados até a queda por 4 vezes
consecutivas e, para uma maior acuracia destasemda teste foi gravado por meio de
filmagem.

Figura 5- Camundongmdx submetido ao teste do fio para

analise da forca dos seus membros toracicos

Fonte: ESPER, G. V. Z. (2012)

Legenda: No teste de forca representado, o camgondfica suspenso em um fio de aco revestido pelos
membros toracicos e a forga que ele empenha paliaatesobre o fio € monitorada com o objetivo daliar os
tratamentos utilizados neste trabalho.

Além disso, para melhorar ainda mais os parametrserem analisados, foi
desenvolvida uma escala de avaliacdo para a guagfib da forca do membro
toracico destes animais através dos seguintes itens

* Quantidade de vezes que o0 animal ergue o corpe sdiw.
* Numero de vezes que caminha sobre o fio com os nosmdracicos.
* Numero de vezes que coloca o membro pélvico sobee o

* Quantidade de tempo que fica suspenso sobre o fio.
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Visando a quantificacdo dos itens acima foram wiltills os pontos para cada item

com a avaliacao por trés pessoas que desconhesifmatamentos aos quais os camundongos

foram submetidos (Tabela 1).

Tabela 1 — Escala de avaliacdo da forca dos nmntbracicos para os camundonguixtratados submetidos

ao teste do fio, Sdo Paulo, 2012

Quantidade/Tempo 0-0/9s 1 a 3 4 ou >
vezes/ vezes/
10-20s 21s>

Barra 0 ponto 1 ponto 2 pontos

Caminha sobre o fio 0 ponto 1 ponto 2 pontos

Coloca o membro 0 ponto 1 ponto 2 pontos

pélvico no fio

Tempo sobre o fio 0 ponto 1 ponto 2 pontos

Fonte: Adaptado de Van PUTTEN et al., 2011

Em seguida, a forca foi qualificada e essa qualiio dos resultados esta

descrita na tabela 2. Os resultados obtidos nosredifes tratamentos e nos
momentos 0 (M0), 1 (M1), 2 (M2) e 3(M3) foram pldta em um grafico utilizando

0 programa Graphpad®.

Tabela 2 - Qualificagéo de forga com o intervalgpdetos para os camundongodx S&o Paulo, 2012

Analise de forga

Fraco

1)

Mediano

(2)

Forte

3)

Intervalo de classificacédo

em pontos

0-2

3-5

6-8

Fonte: ESPER, GVZ (2012)
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4.4.2 Avaliagdo da creatinofosfoquinase sérica

Para a avaliacdo do desgaste muscular dos aniratagds, foi realizada a dosagem
sérica da enzima creatinofosfoquinase (CPK). Rartmt realizou-se a coleta de sangue com
agulha hipodérmica de 0,45 mm x 13 mm, procedeufserfuracdo da veia facial seguida de
coleta de gotas de sangue com a pipeta Pasteusn@es foi acondicionado em tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL e centrifugado a 2000 qpon 10 minutos, posteriormente o

plasma foi separado e mantido em freezer — 20°G ai@mento da realizacdo do exame.

As amostras foram diluidas numa proporcao de lel@falisadas cineticamente pelo
kit CK-NAC (Randox Laboratories, Londres, Inglaggre em analisador bioquimico (Biotek
Powerwave espectrofotdmetro XS; o programa o KC3,4y ) no Laboratoério da Clinica do
Hospital Veterinario da FMVZ-USP.

4.4.3 Andlise histologica

Os camundongos foram eutanasiados, para a reaidacBiopsia por cAmera de gas
de CQno 56° dia de tratamento, seguindo recomendacd€oniité de Etica em Pesquisa

ApoOs eutanasia, baco, figado, diafragma, muascubaalticranial e rim foram
congelados e fixados em paraformaldeido a 4%. Asstas fixadas no paraformaldeido
foram desidratadas em concentracdes crescentemma, gosteriormente diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Em seguida, realigeusec¢cbes de aproximadamente 5 um de
espessura com o0 uso de microtomo (Leica RM-2065)séccdes foram coradas com as
coloracdes convencionais hematoxilina-eosina (Higgréomio de Masson para fotos

ilustrativas e picrosirius para morfometria do geléo.

Foi avaliada a presenca de fibras musculares regjereess e degenerativas apos
coloracdo com HE. Para a quantificacdo do procesgenerativo foi contado 300 células,
com aspecto degenerativo e regenerativo em 10 scaré® sequenciais, utilizou-se

microscopia de luz com objetiva de 20x.
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Para a avaliacdo da morfometria do coldgeno 1@xmdo sequenciais corados com
Picrosirius sem fundo foram realizados e as amdstean analisadas e fotomicrografadas
pela microscopia de luz (microscopio Olympus BX60kio, Japéo) acoplada a uma camera
(Axio Cam HRc).

Na quantificagdo do colageno, foram padronizaddst@ de cada corte, na lente
objetiva de 40x. As fotos foram tiradas em formacdez, sendo 3 verticais (V1 a V3), 2
horizontais (H1 e H2) e 1 foto central, de mangira uma foto ndo sobrepusesse o campo da
outra foto. Apoés isso, a imagem foi tratada e amdlkh em um programa especifico do
software Zeiss® KS 40(Larl Zeiss MicroscopyNY, USA).

A quantidade de colageno em cada campo foi medidaredade de area (jfjin O
valor obtido nos treze campos de cada corte foiaslone, posteriormente foi encontrada a

média e o desvio padrao, visando uma analise roara@da deste experimento.

4.4.4 Andlise imuno-histoquimica

A andlise pela técnica de imuno-histoquimica foaliL|wda com amostras
parafinizadas. Para tanto, o material parafinizadoortado com aproximadamente 5 pm, no
sentido transversal dos musculos e afixados emnésneilanizadas para microscopia.
Primeiramente, os cortes foram desparafinizadosikaine reidratados em série decrescente
de etanol. Posteriormente, foram fervidos em tangi#ato (0,3849g de acido citrico mono-
hidratado; 2,352g de citrato de sadio tribasicbidratado; 1L de agua destilada, pH 6,0) em
forno micro-ondas por 3 vezes de 5 minutos pasandscaramento de antigenos. Apés
esfriar em temperatura ambiente, foi adicionadacsa de peroxido de hidrogénio a 3% em
alcool etilico para bloquear as reacdes inespasifiEm seguida, as laminas foram lavadas,
por 3 vezes a cada 5 minutos, com PBS a 1M. Fdizada o blogueio de proteinas
inespecificas conProtein Block((DAKO®, Glostrup, Denmark) por 45 minutos em céma
Uumida, e na sequéncia foram lavadas com PBS. ©@ogndi primario especifico (ab3149-
abcam®, cidade, pais) ou (ab290-abcam®, cidades) pai incubado, de acordo com a

diluicdo recomendada pelo fabricante, em um dotes€ata lamina. Na mesma lamina, em
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outro corte, adicionou-se PBS para assegurar untrob®nde marcagao. Estas laminas
permaneceramovernightem camera Umida a 4°C na geladeira. No dia seguast laminas
foram lavadas trés vezes com PBS, e o anticorpmdado biotina estreptavidina (LSAB
DAKO®) foi adicionado nos dois cortes de cada lamipor 45 minutos a temperatura
ambiente. A revelacdo foi realizada pelo Kit DAAKO®), e as laminas contra coradas

com hematoxilina e novamente desidratadas com emeacia de alcoois e xilol.

Ja para a imunofluorescéncia foram utilizadas asstlas congeladas dos musculos
tibial cranial e diafragma, cortadas transversatmemo criostato (Leica) com
aproximadamente 10 pum e em seguidas afixadas emadsilanizadas para microscopia. As
amostras foram fixadas com acetona a 100% por B0tos e em seguida lavadas com PBS
por 3 vezes de 5 minutos cada. Posteriormenteticogoo primario antidistrofina (ab3149-
abcam®, Cambridge, Reino Unido) foi diluido (1:1@) albumina de soro bovino a 1%
(BSA) e adicionado sobre os cortes que foram acmgidos em camera umidaernightna
geladeiraa 4°C. Apoés esse tempo foram lavados com PBS pez&s 5 minutos cada e o
anticorpo secundario fluorescente anti-rabbit IgeBF (NorthernLights™ - R&d-Systems,
Minneapolis, USA) (1:200) diluido em BSA a 1% faidicionado e mantido em camara
escura por 60 minutos a temperatura ambiente. Euids® as laminas foram lavadas com
PBS por 5 vezes 5 minutos cada e montadas em Viedthsom DAPI (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Estd mesma técnica foi ulitla para o eGFP (ab290-abcam®) nas
diluicbes (1:200;1:500; 1:1000 e 1:3000) diluidasBSA a 1%.

A imuno-histoquimica foi avaliada de maneira quatitia, contando-se por
microscopia, microscopio de epifluorescéncia Eelig8i (Nikon, Tokio, Japao), 300 células
num campo de aumento de 200x, em 10 cortes nd@rsegis, com a analise de 3 campos
por corte. As células musculares que apresenttvae$céncia eram ditas como positivas e
as nao fluorescentes, negativas, levando em coagéite a presenca somente do nucleo

centralizado, seguindo protocolo descrito por Kiagiadl. (2012).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utiliaamdsoftware estatistico GraphPad
InStaf, versdo 3.01 para Windows 9537, CA, USA.

A normalidade da distribuicdo dos resultados faifieada, utilizando-se teste de
Kolmogorov e Smirnov para os testes de forca etinmfasfoquinase. Para a avaliacao das
diferencas entre as medianas, foi realizado o t&&beparamétrico de Kruskall Wallis para
amostras dependentes e para comparacéo de catzelatilizou-se o teste de Dunn. Ja, para
a avaliacdo entre as médias para variaveis depisdien realizado o teste estatistico Anova,
em seguida, a comparacédo de cada variavel petodestukey. Em todos os resultados foram
consideradas significantes as analises que apaeaen{x0,05 e foram consideradas como
significancia biolégica as amostras que apresantarp entre 0,05 e 0,10.

Para a analise da expressdo da distrofina e dagerwa utilizou-se mudltiplas
comparacdes estatisticas entre grupos foram rdatizaor ANOVA, com Bonferroni-teste
correcdo pos-hoc para permitir uma melhor avaliad@wvariabilidade intra e intergrupal e

evitar falso positivo, forma consideradas as aesiligie apresentarard(05 e g0,001.
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5 RESULTADOS

5.1 CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO DE POLPA DENTARIA HMANA

As células foram expandidas e o tratamento foizadd com as células na passagem
7 (P7). Observa-se na figura 1 a morfologia fibastdides, alongadas, fusiformes,
pontiagudas e com nucleo grande central das CTRiuréF6A e B), condizentes com a
morfologia de células-tronco mesenquimais. Nestejefr ndo houve necessidade de
caracterizacao destas células uma vez que estdwmdes ja foram bem descritos em Kerkis
et al., 2006 e Beltrédo-Braga et al., 2011.

As células-tronco foram tranduzidas com EGFP esolt@&do da expressao da proteina

fluorescente verde pode ser visualizado nas figh@as D.

Figura 6- Fotomicrografia das células-tronco deaalentaria humana

e

Fonte: (ESPER, G.V.Z, 2012)

Legenda: Em (A) notar células bem aderidas e com dmnfluéncia. Em (B) notar a morfologia
fibroblastoéide das células. Em C e D observam-sgoaescéncia por EGFP. A) aumento de 4x; B, C)
10x; D) 20x.
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5.2 AVALIACAO DA FORCA DE TRACAO DOS MEMBROS TORA@OS

Para a avaliacdo de forca de tragdo dos memhr@sidos fez-se a andlise por video
em cego, na qual trés pessoas que ndo tinham commoe dos tratamentos somaram as
caracteristicas, conforme mostrado na Tabela J sadjualificou a forca conforme a Tabela
2, previamente descritas no item material e métBdoseguida, os dados foram obtidos para
os diferentes tratamentos e fez-se a analisestgtat(Tabela 3) Além disso, a frequéncia da
forca foi plotada nos gréficos abaixo pelo progr&naphpadem quatro momentos (Gréfico
1,2,3,4).

Segundo a analise estatistica, os resultados dosentos O (sete dias antes de
comecar as aplicagfes dos tratamentos), 1 (1@d@sa primeira aplicacdo dos tratamentos),
2 (10 dias ap6s a segunda aplicacéo dos tratameBtO dias apds a terceira aplicacdo dos
tratamentos), ndo demonstraram analise estatggndicativa para a qualidade de forca em
relacdo aos tratamentos, mas no momento 4 osmeatas placebo e acupontos verdadeiros

obtiveram uma significancia biolégica (p<0,1).



47

Tabela 3 - Avaliacdo da qualidade da forca musadarparando os tratamentos A) ponto falso, B) jplac€)
ponto verdadeiro, D) controle e entre os momenjasete dias antes do tratamento, 2) 10 dias apdsneiro
transplante de células-tronco (CT), 3) 10 dias ap&egundo transplante de CT, 4) 10 dias apdsceiter
transplante de CT nos camundonguaix— S&o Paulo — 2012.

Momentos Tratamentos
A B C D p
(n=6) (n=5) (n=6) (n=5)
Mediana 1,5aA 2aA 2aA 2aA 0,19
0
Min- (1-2) (1-3) (2-3) (1-3)
Max
1 Mediana 1,5aA 1aA 3aA 2aA 0,10
Min- (1-3) (1-3) (2-3) (1-3)
Max
Mediana 2aA 2aA 3aA 2aA 0,21
2 Min-  (1-3)  (1-3) (2-3) (2-3)
Max
Mediana 2aA 3aA 3aA 2aA 0,08
3 Min-  (1-3)  (2-3) (2-3) (2-2)
Max
p 0,63 0,13 0,39 0,94

Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Letras minUsculas ndo coincidentes na eéshma indicam diferenca estatistica entre os@gupum
mesmo momento. Letras mailsculas iguais na mestmmacmao indicam diferenca significativa entre os
momentos dentro de cada grupo (p<0,05). Qualidaderda (1) fraco, (2) mediano, (3) forte.

No Grafico 1 demonstrou-se os resultados da a@iade forca de tracdo dos

membros toracicos no momento 0. Observou-se cer@deneidade nos tratamentos e a

andlise estatistica ndo foi significativa entrérasamentos com p<0,05.
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Grafico 1 - Frequéncia da forca de tracdo dos mesntmracicos dos camundongoslx no momento 0, com
sete dias antes do transplante de CTPD

Momento O
4~
3_
5 _ —
5 21
LL
) .
0_
) ) ) )
v %) O Q
Tratamentos

Fonte: (ESPER, G. V. Z., 2012)

Legenda: Em A) células-tronco em acupontos faBpsplucao fisioldgica em acupontos, C) células-
tronco em acupontos verdadeiros, D) controle.

No decorrer dos momentos 1 e 2, que caracterizaaie$(apos a primeira e a segunda
aplicacdo de CTPD, respectivamente, observamos aior maumento da forga de tragao no
tratamento ponto verdadeiro, evidenciado nos Grgfiz e 3 e ndo se comprovou uma

diferenca estatistica.
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Grafico 2 - Frequéncia da forca de tracdo dos mesntoracicos dos camundongadxno momento 1, apés 10
dias do primeiro transplante de CTPD.

Momento 1
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Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: A) células-tronco em acupontos falsossdlicéo fisiol6gica em acupontos, C) células-
tronco em acupontos verdadeiros, D) controle.

Grafico 3 - Frequéncia da forca de tracdo dos mesntoracicos dos camundongagdxno momento 2, apés 10
dias do segundo transplante de CTPD.

Momento 2
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Tratamentos

Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: A) células-tronco em acupontos falsoss@jicao fisiologica em acupontos, C) células-
tronco em acupontos verdadeiros, D) controle.

E, finalmente, no momento 3 (Grafico 4) ap0s H3 dia terceira aplicacdo de CTPD,
os tratamentos B e C assemelham-se na forca déotragcna significAncia bioldgica
apresentando p<0,1, conforme Tabela 3.
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Grafico 4 - Frequéncia da forca de tracdo dos mesntoracicos dos camundongudx no momento 3 apdés 10
dias do terceiro transplante de CTPD.
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Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Em A) células-tronco em acupontos faBpsplucao fisioldgica em acupontos, C) células-
tronco em acupontos verdadeiros, D) controle.

5.3 AVALIACAO DA CREATINOFOSFOQUINASE

Na avaliacdo da creatinofosfoquinase (CPK) venfise um aumento gradativo dos
tratamentos controle e ponto falso, mas o pontofdiminuiu seus teores soroldgicos na
quarta avaliacdo. Para o tratamento placebo, haoneediminuicdo até a terceira avaliacdo, o
gue néo foi observado no tratamento ponto verdadedis continuou com niveis mais baixos
da CPK (Grafico 5).
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Grafico 5 — Média da avaliagdo soroldgica da ane@isfoquinase nos camundongodxsob os tratamentos.
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Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Nos momentos (1) sete dias antes do exgraio, (2) 10 dias apds primeiro transplante delasl
tronco (CT), (3) 10 dias ap6s o segundo transpat€T, (4) 10 dias apds o terceiro transplant€ e

Na analise estatistica pode-se comprovar uma ggndia (0,05) no momento 4,

entre o tratamento controle que assumiu um auntentyeatinofosfoquinase em relacdo aos

outros tratamentos (Tabela 4).

Na diferenca entre os momentos ha uma significabaddgica no tratamento

acupontos verdadeiros (p<0,1), mostrando diminuigdocreatinofosfoquinase sérica no

decorrer do periodo dos tratamentos e posteridliledgo entre eles.
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Tabela 4 - Valores da creatinofosfoquinase séti¢hr)(comparando os diferentes tratamentos em caongub
mdx— S&o Paulo — 2012.

Momentos Grupos
A B C D p
(n=6) (n=5) (n=6) (n=5)
Média 1640,3aA 3437,8aA 3246,7aA 2920,8aA 0,22
1

Desv pad (+301,6) (£1779,9) (#1513,4) (x1162,8)
Média 3420,8aA 3224,2aA 2215,2aA 3237,6aA 0,10

2 Desv pad (x2755,8) (x1533,6) (£396,98) (x993,75)
Média 5707,3aA 2156,3aA 2203,7aA 3204,3aA 0,16

3 Desv pad (x4989,5) (£812,92) (£826,45) (x1366,5)
Média 3595aA 4698aA 2085,8aA 6545bA 0,006

4 Desv pad (x2717,3) (+2031,7) (+401,63) (+2659,4)

p 0,93 0,52 0,06 0,20

Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Momentos: 1) sete dias antes do expermm2ntl0 dias apds o primeiro transplante de cgiutanco
(CT), 3) 10 dias ap6s o segundo transplante detCI0Q dias apds o terceiro transplante de CT. fatdos: A)
ponto falso, B) placebo, C) ponto verdadeiro e @tmle. Letras minlsculas ndo coincidentes na radstha
indicam diferenca estatistica entre os grupos, m&smo momento. Letras mailsculas iguais na meshaaago
nao indicam diferenca significativa entre os momemtentro de cada grupo.
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5.4 AVALIACAO HISTOLOGICA

Na avaliacdo histologica do parénquima hepatian foam observadas diferencas

microscépicas dos seus componentes histolégicos tnamentos realizados dos

camundongomdx(Figura 7).

Figura 7 - Fotomicrografia do figado de camundongo

mdx,apoés tratamento.

Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Os animais submetidos aos diferentesrtesms foram eutanasiados apos o periodo de 5&dias
experimento e com 3 transplantes de CTPD. A) péalgn, B) tratamento placebo, C) ponto verdaddip,
controle. (A, B, C, D) coloragédo hematoxilina-easi(A’, B’, C’, D’) coloracéo tricromio de MassoNotar que
ndo existem diferencas histologicas entre os tetéms avaliados.
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Na figura 8 observou-se que a organizacao renaltnatementos ndo demonstrou

alteracao estrutural na camada cortical e medular.

Figura 8- Fotomicrografia do rim de camundomgdx

submetidos aos diferentes tratamentos.

Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Os animais submetidos aos diferentesrtesits foram eutanasiados ap6s o periodo de 5&ldias
experimento e com 3 transplantes de CTPD. A) ptaiso, B) placebo, C) ponto verdadeiro, (D) comrdA,

B, C, D) coloragdo hematoxilina-eosina, (A’, B’,,@") coloracao tricrémio de Masson. Os circulos meto
indicam os glomérulos renais. Observe que ndo hoambuma alteragcdo morfolégica deste 6rgdo em toslos
animais avaliados.

A Figura 9 mostra a avaliacdo histolégica do pagwména esplénico que né&o

apresentou alteracdo microscépica evidente entir@tasnentos.
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Figura 9 - Fotomicrografia do baco de camundongix

apos tratamentos.
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Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Os animais submetidos aos diferentesrtesits foram eutanasiados ap6s o periodo de 5&ldias
experimento e com 3 transplantes de CTPD. A) pfaism, B) placebo, C) ponto verdadeiro e D) cometr¢h,
B, C, D) coloracdo hematoxilina-eosina, (A’, B',,@’) coloracgéo tricromio de Masson.

J4, nas Figuras 10 e 11 temos a avaliagdo histal@ps musculos tibial cranial e
diafragma em todos os tratamentos. Foram observaddsos das miofibrilas centralizados e

processo de regeneracdo com nucleos periféricosdiferenca de tamanho entre as células.
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Figura 10 - Fotomicrografia do musculo tibial celrde camundongmdx apds tratamentos.

Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: Os animais submetidos aos diferentesrtesms foram eutanasiados apos o periodo de 5&dias
experimento e com 3 transplantes de CTPD. A) ptaiso, B) placebo, C) ponto verdadeiro e D) cometr¢h,

B, C, D) coloracdo hematoxilina-eosina, (A’, B’,,@") coloracéo tricromio de Masson. Periodo ded&& de
experimento. As setas pretas indicam os nucleosmi@fbrilas cetralizados e os circulos pretos maratas
células com tamanhos diferentes.
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Figura 11 - Fotomicrografia do diafragma de camuggdondx apds tratamentos.

Fonte: (ESPER, G. V. Z,2012)

Legenda: Os animais submetidos aos diferentesrtesms foram eutanasiados apos o periodo de 5&dias
experimento e com 3 transplantes de CTPD. A) pfaism, B) placebo, C) ponto verdadeiro e D) cometr¢h,

B, C, D) coloracdo hematoxilina-eosina, (A’, B’,,@’) coloracéo tricromio de Masson. Periodo ded&& de
experimento e com 3 tratamentos. Setas pretasamdanicleo da miofibrila centralizado e os cirsyboetos
mostram células com tamanhos diferentes.

Para a avaliagdo da concentracdo da regeneracaoiafdwilas nos musculos tibial
cranial e no diafragma dos camundongudx pode-se verificar uma diferenca significativa
somente no grupo tratado com células-tronco nopaoatas verdadeiros em relacdo ao

controle, sem tratamento conforme a tabela 5.
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Tabela 5 - Valores médios (%) e desvio-padrao darmreracdo muscular dos misculos tibial craniadfatima
comparando com os diferentes tratamentos em camgodmdx— S&o Paulo — 2012.

Tratamentos A B C D
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
Masculo  tibial 7959,17 4312,13 6458,39 32478,30
cranial (+3906,63)a (+2377,2)a (+1598,82)a (+20550)b
Musculo diafragma 20409,80 11449,81 10563,9 19487,26
(+12233.9)a (+11321,01)a (+9489.95)a (+12913.46)a

Fonte® ESPER, G. V. Z,2012)

Legenda: A) células-tronco em acupontos falso, @)cdio fisioldgica em acupontos verdadeiros, Cllaét
tronco em acupontos verdadeiro e D) controle, eeems momentos Letras mindsculas ndo coinciderdges n
mesma linha indicam diferenca estatistica entigraggos. p<0,05

As avaliagbes da morfometria dos musculos tibienial e diafragma foram
realizados em dois camundongoglx Na andlise estatistica, pode-se verificar difggien
estatistica no tratamento D do musculo tibial @amiom aumento significativo do colageno

em comparagao aos outros tratamentos como mosteatddela 6.

Tabela 6 - Valores médiogith®) e desvio-padrdo da morfometria do colageno preseos musculos tibial
cranial e no diafragma, comparando com os difesemé¢amentos em camundongadx— Sdo Paulo — 2012.

Tratamentos A B C D
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
Mdusculo tibial 7959,17 4312,13 6458,39 25629,51
cranial (+3906,63)a (+2377,2)a (+1598,82)a (+18248,13)b
Musculo diafragma 20409.80 11449.81 10563.9 19487.26
(+12233.9)a (+11240.9)a (£9489.95)a (+12913.46)a

Fonte: (ESPER, G. V. Z,2012)

Legenda: Area total da objetiva de 40x: 149.774 64t Legenda: A) células-tronco em acupontos falso, B)
solucao fisiolégica em acupontos verdadeiros, @G)lagtronco em acupontos verdadeiro e D) contelentre

0s momentos. Letras mindsculas ndo coincidentesasma linha indicam diferenca estatistica entrgrogos.
p<0,001
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5.5 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Na avaliacdo imuno-histoquimica em tecido paradidiz utilizando o anticorpo
antidistrofina, observou-se uma imunorreatividadeaaticorpo nos cortes histoldgicos do
musculo tibial cranial dos camundongosix de forma menos intensa nos tratamentos com
ponto falso e controle (Figura 12A e D), com mamensidade no ponto verdadeiro (Figura

12C). No entanto, ndo se observou marcacéo posiveatamento placebo (Figura 12B).
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Figura 12- Fotomicrografia de imuno-histoquimicaapa
antidistrofina do musculo tibial cranial de camungo

mdxapds tratamento.

A-

Fonte: (ESPER, G. V. Z,2012)

Legenda: Os animais submetidos aos diferentesrtests foram eutanasiados ap6s o periodo de 5&ldias
experimento e com 3 transplantes de CTPD. O muddild dos camundongos foi removido, parafinizado
submetidos a protocolos de imuno-histoquimicazatiido o anticorpo antidistrofina. A) ponto falsg,facebo,
C) ponto verdadeiro e D) controle. (A, B, C, D) iiws, (A’, B’, C’, D’) controle negativo da reaca®erificar
setas apontando a marcacéo positiva para distrefind e com maior intensidade em C.
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A figura 13 representa os resultados obtidos paraliafragma. Observou-se

imunorreatividade somente no tratamento C.

Figura 13 - Fotomicrografia de imuno-histoquimicaidistrofina do
diafragma de camundongadx apés tratamentos.
0y Re™ N . T

Fonte: ESPER, G. V. Z. (2012)

Legenda: Os animais submetidos aos diferentesrtesims foram eutanasiados apos o periodo de 5&dias
experimento e com 3 transplantes de CTPD. O diafaagos camundongos foi removido, parafinizado e
submetidos a protocolos de imuno-histoquimicazatiido o anticorpo antidistrofina. A) ponto falsg,facebo,

C) ponto verdadeiro e D) controle. (A, B, C, D) ipws, (A, B, C’, D) controle negativo da reacad®eriodo de
56 dias de experimento e com trés tratamentoset&s sndicam a marcagéo positiva para distrofin&Cem
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Na imunofluorescéncia pode-se observar marcacadisrdfina em todos 0s grupos
(Figura 14A-D), mas com maior concentragdo no mldstbial cranial e nos tratamentos
placebo (B) e células-tronco no acuponto verdadéljoe sem diferenca estatistica (p<0,05)

para o diafragma, conforme tabela 7.

Tabela 7 - Valores médios e desvio-padrdo da es@oeda fluorescéncia do anticorpo antidistrofinamisculo
tibial cranial e diafragma comparando com os difere tratamentos em camundongax— Sdo Paulo — 2012.

Tratamentos A B C D
Expressao da (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
distrofina
Mdsculo tibial 0,64(+0,014) a 0,705(+0,021) ab 0,77(x0,021) b B(80,021) c**
cranial
Diafragma 0,3675(+0,045)a 0,415(+0,091)a 0,495(@@0)a 0,355(+0,049)a

Fonte: (ESPER, G. V. Z,2012)

Legenda: ** p<0,001
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Figura 14 - Fotomicrografia de imuno-histoquimiagidistrofina do diafragma e do mdusculo tibial
cranial de camundongudx apdés tratamentos.

Fonte: (ESPER, G. V. Z, 2012)

Legenda: A) células-tronco em acupontos falsoss@jicao fisiologica em acupontos, C) células-
tronco em acupontos verdadeiros, D) controle. (ACBD) do musculo diafragma, (A’, B’, C’, D’) do
musculo tibial cranial. Periodo de 56 dias de erpaEmto e com trés tratamentos. As setas em branco
mostram a fluorescéncia em vermelho para distrofina A, B, B’, C'e D objetiva de 200x, em A’, C

e D’ objetiva de 400x.
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Na imunofluorescéncia com o anticorpo anti-GFPteoglos, ndo foi encontrada uma
diluicdo correta, pois o tecido apresentava-se aast as diluicdes (1:200, 1:500, 1:1000 e
1:3000) com uma autofluorescéncia, ndo detectandastweamento das células-tronco de

polpa de polpa dentaria humana aplicadas nos camgoamdx.
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6 DISCUSSAO

Os camundongosidx foram escolhidos por apresentarem semelhanca ddid &m
humanos, principalmente no que tange aos aspeistofhicos e bioquimicos (De LUCA et
al., 2008; BURDI et al., 2009; KAYALI et al., 2012parametros que foram avaliados
durante os tratamentos propostos neste projetoiod/drabalhos ja foram publicados
utilizando este modelo (De LUCA et al.,, 2008; WILANMN et al., 2009; BURDI et al.,
2009; KAYALI et al., 2012), o que possibilita um lmer entendimento da melhora clinica e

laboratorial frente aos tratamentos.

Além disso, estes animais possuem uma pequenailidade fenotipica segundo
Willmann et al. (2009), o que favorece uma melh@tiddo dos resultados entre os diferentes

grupos estudados.

Até o momento, infelizmente ndo existe um modetegbinico ideal para esta doenca,
pois 0 modelomdx ndo manifesta um quadro sintomatico tdo intensnoca DMD em
humanos (PASTORET,; SEBILLE, 1995), entretanto at@lifa o entendimento da acdo das

terapias e proporciona uma possibilidade de estlidico em humanos.

A presente pesquisa estudou os efeitos dos tratasnema musculatura do
camundongandx de aproximadamente 30 dias de vida por um peréxgerimental de 56
dias, para avaliaEste periodo foi escolhido porque, de acordo conaba et al. (1986), é o
que corresponde a maior degeneracdo muscular o natural da doenca e qualquer efeito

regenerativo maior poderia ser atribuido aos tratdos propostos.

Uma das terapias de escolha foi o uso das céldaset de polpa dentaria humana,
pois de acordo com Kerkis et al. (2008) estas aglpbssibilitaram uma possivel fusdo ao
musculo em cdes GRMD, com a expressao da distrefmapenas um dos quatro animais
tratados (KERKIS et al., 2008). Possivelmente batro resultado deve-se a um animal com
alteracdo fenotipica mais branda que os demais(B&#N, 2011). Por isso, neste trabalho

resolveu-se testar esta mesma terapia celular emadslo mais homogéneo para a doenca.

Além disso, a escolha deste tipo celular se dewbéa aos dados da literatura que

mostram que estas células sao fontes excelente® patamento de doenca, aliado ao fato da
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mesma j& ter sido bem caracterizada (KERKIS eR808; KERKIS et al., 2006; GOMES et
al., 2010 BELTRAO-BRAGA et al., 2011, YANG et &2010).

A administracdo das células-tronco depende do logced o pesquisador tem a
preferéncia de melhorar a regido que estda acompetia doenca (KERKIS et al.,, 2008;
GOMES et al., 2009). Por isso, a acupuntura podar lestas células ou o efeito benéfico
destas para uma distribuicdo maior no corpo petdiawa interligacdo entre os meridianos.
Outro mecanismo € a potencializacdo da acdo dowméés administrados em determinados
acupontos (CARNEIRO, 2007; COSTA; BOTTECHIA; SILVR008), fato esse que pode
ser comprovado pelo o uso da eletroacupunturapqde levar a fusdo de células-tronco ao
tecido que pode gerar um efeito sinérgico na doébdG et al., 2009; DING et al., 2011;
YAN et al., 2011; LIU et al., 2012), .

Fatores psicolégicos também podem influenciar @ eiguroendocrino afetando a
resposta fisiologica, mesmo em camundongos (MOYNNHAADER, 1996) tornando
imprescindivel o uso de métodos placebos que nEamatia acupuntura (KARST et al.,
2003), além do que realizamos anestesia para e@ataraximo o estresse dos camundongos e
a aplicacao ser feita em ambiente sem agitacaas&woneste trabalho, fez-se o uso de grupos
de tratamentos em acupontos falsos e o uso deasolfigiolégica em acupontos de
acupuntura com intuito de isolar e comparar esjgaaifente a qual terapia o melhor resultado

foi atribuido.

A selecdo dos acupontos da Bexiga 47, 49 e 5Zfalatente neste projeto foi apds
uma acurada avaliacdo da DMD, associado aos besefjee poderiam trazer pela Medicina
Tradicional Chinesa. Como nesta doenca observammas deficiéncia principalmente nos
meridianos do figado, baco-pancreas e rim, a esc#hses pontos, também se deu ao fato de
que estes pontos poderiam nutrir os meridianosrid@epa coluna que sao pontos Shu do
figado, baco-pancreas e rim, como ja previamerisa®d na revisdo de literatura deste
trabalho (ROSS, 1994; YAMAMURA, 1998; HE e NE, 199RTIZBEREA et al., 2003).

Como método de avaliacao clinica, o teste de femgaa fungcéo de graduar o nivel de
forca maxima exercido por um grupo muscular (RAFABROWN, 2000; DECONINCK;
DAN, 2007; Van PUTTEN et al., 2010) e inicialmemmbé proposto com base no modelo de
Van Puten et al. (2012) que descreve um teste @mefiaco, onde os camundongos devem
permanecem agarrados pelos membros toracicos altureade no maximo 35 cm da base. O
gue este autor relata é que esses camundongodevem permanecer por agarrados ao fio
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apenas pelos membros toracicos, sendo aferidoaneroide quedas durante 10 minutos
perfazendo um total de cinco experimentos, conmvate de dois minutos entre eles para
cada animal. Entretanto, nesta pesquisa necesst@daptar o teste de forca devido ao
reduzido tempo que estes animais ficavam agarmdds® de aco e também pelo cansaco
extremo encontrado nestes animais. Notou-se queasmetempo de permanéncia agarrados
ao fio de aco nédo foi suficiente para graduar gafduncional, sendo que alguns deles
apresentavam comportamentos que deveriam ser ecada$ como: erguimento do corpo
sobre o fio, caminhada sobre a corda e colocac&oeainbro pélvico sobre o fio. Por isso,
instituiu-se as escalas para pontuar estes compamntas e uma classificacdo da qualidade de
forca em fraca, mediana e forte foi atribuida asgens.

Antes do inicio dos tratamentos, os camundomgydsforam submetidos ao teste de
forca e observou-se uma dificuldade destes aniemise manterem dependurados no fio de
aco e depois de pouco tempo era visivel o comperitonde exaustdo apos este exercicio,
comprovando assim sua fragilidade muscular. Estesnos resultados foram encontrados
por Rafael, Brown (2000), os quais citam dificuldade permanéncia agarrados ao fio e
cansaco extremo destes camundongos apos o tefsbe do

Neste trabalho observou-se que apds os tratamerga@mimais que suportaram por
mais tempo sua permanéncia no fio pelos membr@gitms e que demostraram outros
comportamentos de forga, foram os que receberamasélonco ou solucéo fisioldégica em
acupontos verdadeiroBorém, este tipo de teste se trata de uma arsdiigetiva e visando
diminuir este tipo de problema as avalia¢cfes faraizadas em triplo cego.

Hubscher et al. (2010) demonstraram que acupustriaha leva a melhora da forca
muscular quando utilizaram os pontos E36, BP6 dopaaricular Shenmen e observaram
melhor desempenho da forca isométrica muscularudalriceps em atletas submetidos ao
tratamento de acupuntura por seis semanas. Pirdteito(2012) demonstraram que a terapia
celular utilizando células-tronco provenientes deido adiposo pode aumentar a forga
muscular e a resisténcia a fadiga muscular em cdomgosmdx Sendo assim, a associacao
destas duas terapias poderia somar os seus gb@itasum melhor desempenho muscular
funcional, que € o objetivo deste trabalho, anabsaa associacdo das duas terapias pode ser

benéfica ou ndo a estes pacientes.
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Como o teste do fio é qualitativo, ele ndo deveasalisado isoladamente e sim em
conjunto com as demais variaveis discutidas nestguisa para representar melhor os efeitos

dos tratamentos realizados para esta doenca.

A andlise da creatinofosfoquinase sérica € umadaddiedigna para identificacdo e
quantificacdo de les6es musculares em humanosneaidnicomo em camundongosdx
utilizados neste trabalho, o que valida esta anaigradua a melhora ou piora durante todo o
experimento (HOFFMANN; SOLTER, 19989; De LUCA et &008; BURDI et al., 2009).

A dinamica da analise da creatinofosfoquinase &€t semelhante aos resultados
encontrados por de De Luca et al. (2008), Burdale{2009), Van Putten et al. (2010) e
Kayali et al.(2012).

Convém ressaltar que no primeiro momento, antesodeecar qualquer tratamento
nenhuma diferenca estatistica foi encontrada @strgrupos indicando uma homogeneidade
no grau da lesdo muscular. Constatou-se pela andfisCPK nos diferentes grupos o
tratamento acupontos verdadeiros com células-trgeoou uma queda gradativa dos valores
da CPK, com significancia biolégica apenas no mdmeh indicando que apenas este

tratamento foi efetivo em diminuir a lesdo muscular

No fim das trés sessfes de tratamento encontramaediferenca estatistica entre os
grupos tratados e o controle, indicando que o gaguarole apresentou uma progressao da
degeneracdo muscular, pois segundo Tanabe et986)(10 pico de degeneracdo muscular
nestes animais € de 35 a 90 dias de idade. Alésn,dsdos os tratamentos foram benéficos
aos camundongasdx,sendo que os tratamentos com células-tronco enoatmgpfalsos e o
uso da acupuntura com solucdo fisiolégica (placetooam eficientes em retardar a
progressao da lesdo muscular. O tratamento comaséhonco aplicados em acupontos
verdadeiros mostrou uma ac&o maior, diminuindoan gla lesdo muscular encontrada antes
do tratamento, mas néo reverteu a degeneracaoyvemgue os valores normais de CPK
sérica para camundongos normais, sem alteracdoutaysé cerca de 33 vezes menor em
como demostrando por Ely et al. (2000). Neste thaha CPK sérica foi cerca de 1,5 vezes
menor que o controle, este mesmo resultado foirgramto por De Luca et al. (2008) quando
trataram camundongaadx com gentamicina e controle sedentario, o que pudiear uma
similaridade da melhora da lesdo muscular. Convessattar que a gentamicina quando
utilizada continuamente possui efeitos colaterasna@ ototoxicidade e nefrotoxicidade
(KAYALI et al., 2012).
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Quando o exercicio foi aliado a utilizacdo de faraza observou-se uma melhora
acima do esperado da degeneragdo muscular, viEoQ#K sérica que reduziu-se pela
metade, mostrando que a realizacado de exercicie pedbenéfica para o tratamento desta
doenca (De LUCA et al.,, 2008; BURDI et al., 2008).associacdo de exercicio ndo foi
proposta neste trabalho, mas possivelmente pottedar resultados mais expressivos aos
tratamentos. Contudo, estes autores realizarantlassttom farmacos que podem alterar a
fisiologia do animal e ndo fazem aluséo a utilipagé células-tronco e/ou acupuntura como

em nosso trabalho.

As causas da perpetuacdo da degeneracdo muscularis@eras como: a liberacao
dos radicais livres e a falta da proteina disteo{iNIDBALL; WEHLING-HENRICKS 2007).
Segundo Wang et al. (2011) que utilizaram modeloasieundongo para doenca de Parkinson
e trataram com eletroacupuntura este tratamentoaaa diminuigdo dos radicais livres. Por
isso, acdo da aquapuntura em acupontos verdadejptacebos poderia resultar no mesmo
mecanismo de acdo, explicando a reducao da CPkK@las, conforme Tabela 4, entre os
tratamentos no momento 4 com diferenca estatisdotra possibilidade é da acéo da terapia
celular na diminuicdo do estresse oxidativo, TdN&interleucina-6 (PINHEIRO et al., 2012).

Existem estudos com a utilizagdo de células-tropam tratamento de distrofia
muscular em camundongasdx (GUSSONI et al., 1999; TORRENT et al. 2000), por@sn
referidos autores nao realizaram avaliacao daiocdasfoquinase o que ndo nos permite uma
maior comparacdo dos nossos dados com os dadostrawgios na literatura. Entretanto,
Kerkis et al. (2008), quando submeteram caes GRM&apia celular, pelas vias arterial e
intramuscular, utilizando estas mesmas célulasstromdo conseguiram chegar a uma
conclusdo quanto a diminuicdo da creatinofosfopdirs®rica e verificaram essa diminuicao

em apenas em um animal com diminuigéo da progreksdoenca.

Na analise histolégica dos camundongodx, os nucleos das células musculares
encontram-se na periferia ou centralizados, conatduws diferentes e mionecrose como ja
descrito por Collins e Morgan (2003) e Wallace enbily (2009).

Para quantificar a melhora histolégica frente aatmento, varios autores citam a
analise morfométrica destas células (De LUCA ¢t28l08; BURDI et al., 2009). Com base
nestes autores a analise morfométrica foi realizagsultados semelhantes ao de Burdi et al.
(2009) foram encontrados onde verificou-se quenasculos apresentavam os achados de

degeneracdo e regeneracdo, mas com uma maior éréand muscular no diafragma em
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comparacdo ao musculo tibial cranial dos camundongesmo sob tratamento com
pentoxifilina. Entretanto, este mesmo autor cit& qus musculos dos animais tratados
apresentavam uma melhor homogeneidade da argaitetque foi observado neste trabalho
pela avaliacdo da qualidade das células em reggteranais evidente e com diferenca
estatistica, nos grupos acupuntura com solucdoldigca e células-tronco em acupontos

verdadeiros, somente no musculo tibial cranial.

A avaliacdo da quantificagdo do coldgeno mostroomgigo superior nos animais nao
tratados e segundo (MARSHALL; WILLIANS, GOLDSINK,989) o tecido conjuntivo
nesses animais podem chegar 250-375% superior elomésio e perimisio quando

comparado aos animais normais.

Nos ensaios imunohistoquimicos utilizando anticogmaidistrofina no tratamento
ponto verdadeiro verificou-se marcacéo intensa dpamomparado aos outros tratamentos.
Além disso, a auséncia da distrofina esta assocagmesenca de necrose e processo
inflamatorio nas fibras musculares do masculo tilweanial e diafragma em todos os
tratamentos na histologia pela coloragcdo hemat@x#iosina, mas com maior intensidade no
grupo controle. Este fato também foi observadoG@munds e McGeachie (1992), Itagaki et
al., (1995) e Rafael et al., (1998), os quais aetah que a necrose de fibras musculares esta
associada a auséncia da distrofina, mas a perdeapacidade regenerativa de fibras
musculares ndo necessariamente esta ligada aassteRor isso, este fator ndo melhora a
atividade regenerativa. O mesmo foi observado niesdalho quando analisa a quantidade de
células regenerativas em menor concentracdo namtesito terapia celular com acupontos
verdadeiros, entretanto demonstrando uma maioress@o de células fluorescentes para

distrofina na imuno-histoquimica.

Um fato importante foi o de que por analise imumsidguimica em tecido
parafinizado resultado ndo tdo expressivos parat@fina, nos animais tratados, mas apos a
pesquisa em cortes congelados o resultado da im@atierdade foi mais evidente e, assim as
células foram quantificadas. Como nos cortes cawlgsl a imunorreatividade para distrofina
foi mais evidente do que no tecido parafinizado aaisnais tratados estes foram utilizados
para contagem celular. Pode-se verificar uma rés@asnelhante com De Luca et al. (2008)
com uso de gentamicina e de Burdi et al. (2009) agentoxifilina levando a restauracdo da
distrofina com maior expressédo no tratado do queaammundongos sedentarios (controle).
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Esse mesmo aspecto foi obsevado por ndés em nasdtados onde observamos a maior

expressao de distrofina nos animais tratados quemioole.

Houve também uma melhor expressdo desta proteimausaulo tibial cranial dos
animais tratados com células-tronco, solucéo bgich em acupontos e somente células-
tronco, diferentemente de Pinheiro (2008) o qual @dcontrou resultados tdo promissores
com o uso de células-tronco de medula éssea p#matammento de camundongosdx A
importancia desta quantificacdo da distrofinaredxtambém foi observada por Kayali et al.
(2012) em seus estudos dos efeitos terapéuticoparativos entre dois farmacos RTC13 e
RTC14.

Segundo De Luca et al. (2008), Kayali et al. (20dIguns farmacos podem corrigir o
defeito da leitura da traducdo do RNAmM e formarratgina distrofina de uma maneira
incompleta, quando a DMD for uma parada pontualdunn. Sugere-se que as células-tronco
facilitem também esta leitura no codon defeituocAmda analisando o efeito maior do
tratamento acupuntura, com melhor quantidade ddeipe distrofina, alguns autores
justificam sua acdo pelo aumento do Oxido nitriotase, diminuicdo da miostatina e
mediadores inflamatérios que perpetuam a degeremac&cular, e por isso manifesta um
maior nimero de células com distrofina, lembrange estes animais possuem de 1 a 2% de
fibras revertentes (VAINZOF et al., 2005; TAKAOKA &. 2007; BEN et al., 2010; WANG
et al, 2011).

As pesquisas para rastrear células-tronco util@anch anticorpo anti-GFP nos
musculos tibial cranial e diafragma e, também no, figado e baco foram realizadas sem
sucesso. Este mesmo resultado foi encontrado pbeifd (2008), o qual ndo visualizou as
células-tronco de medula éssea aplicada em camgadordx. A analise deste rastreamento
deve, entretanto ser considerada como uma parteradodtados desta investigacdo. Os
resultados obtidos até agora abre novas chancesspeptivas para o grande desafio do

tratamento da distrofia muscular de Duchenne enahom
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7 CONCLUSAO

Os tratamentos efetuados nesta investigacdo némralin a forca de tracdo dos
membros toracicos, mas melhoraram significativamentreatinofosfoquinase sérica
principalmente apos trés aplicacdes de célulasdrem acuponto verdadeiro, falso e

solucéo fisiolégica em acuponto verdadeiro.

Os tratamentos influenciaram a qualidade de rege#aere degeneracdo muscular do
musculo tibial cranial nos grupos tratados, no r@otéoi mais evidente no tratamento
células-tronco em acupontos verdadeiros e a gualgide colageno mostrou-se mais

evidente neste mesmo grupo muscular em todos psgtratados.

O tratamento com células-tronco de polpa dentanmadma em pontos verdadeiros
melhorou a expressao da distrofina, no entantonestiaora foi um pouco menor com
as associacdoes da terapia celular nos acupontsssfa solucdo fisiolégica nos

acupontos verdadeiros.

A terapia celular isolada com células-tronco deaalentaria humana e a acupuntura
com solucéo fisiolégica nos acupontos B47, B49, Bbde constituir tratamentos
benéfico a melhora do processo degenerativo defiistnuscular em camundongos

mdx

A terapia celular com células-tronco de polpa d@mtdhumana associada aos
acupontos B47, B49, B52, potencializa o efeito megativo em camundongasdx

mas néo consegue deter a degeneragdo musculaegziogr
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