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O presente trabalho teve como objectivo geral verificar qual a contribuicdo das
CS e de outras células stem musculares esqueléticas na plasticidade
muscular. Para o alcangar, foram delineados trés objectivos especificos: i)
desenvolver uma metodologia fiavel que permitisse avaliar células em
proliferacdo na globalidade do tecido ii) estudar a evolugdo do processo de
regeneracdo muscular com a utilizagdo de marcadores bioquimicos e
morfologicos de lesdo/regeneracao iii) verificar a existéncia de alteragGes na
expressdo de proteinas contracteis e metabdlicas no tecido muscular, apés
inibicdo de células em proliferagao.

De forma a atingir o primeiro objectivo adaptou-se o método de South Western
ao tecido muscular esquelético utilizando diferentes doses de BrdU e
quantidades distintas de DNA. Esta metodologia mostrou-se mais sensivel
para a dose de 50 mg de BrdU/Kg e para 1 ug de DNA. Adicionalmente, os
valores de densidade éptica obtidos evidenciaram uma elevada correlagao
com o nUmero total de nicleos marcados por imunohistoquimica.

Para alcancar o segundo objectivo, foi induzida lesdo por esmagamento do
gastrocnemius e estudou-se o processo de regeneracdo durante 20 dias,
recorrendo a parametros bioquimicos (calpainas, N-acetilglucosaminidase,
mieloperoxidase, caspase-3, Bax, Bcl-2 e proliferacdo celular) e morfologicos
(microscopia 6ptica e electrénica). Os resultados evidenciaram uma intensa
protedlise nas fases iniciais, uma resposta inflamatéria significativa aos 2° e 4°
dias p6s lesdo e uma resposta apoptotica acentuada nas fases iniciais e finais
do processo regenerativo. Relativamente a proliferacdo celular, esta foi mais
evidente aos 4° e 6° dias pos lesdo. Os dados morfoldgicos suportaram de
forma coesa as alteracdes bioquimicas observadas.

Para dar resposta ao terceiro objectivo, avaliou-se a expresséo de isoformas
de miosinas de cadeia pesada e leve apés lesdo por esmagamento do
gastrocnemius, em animais tratados e ndo tratados com colchicina. A
colchicina inibiu a proliferacdo celular, ndo tendo sido, por isso, detectadas
alteracBes fendtipicas significativas ao longo do processo regenerativo em
estudo.

Em suma, os dados obtidos neste trabalho sugerem que as CS e outras
células stem musculares tém um papel fundamental nas altera¢c8es fenotipicas
observadas no musculo esquelético de ratinho apés a inducédo de lesao por
esmagamento.
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The general purpose of this work consists of analyzing the contribution of SC
and other muscular stem cells in muscular plasticity. To reach this objective,
three specific purposes were drawn: i) to develop a reliable methodology that
allows to assay proliferative cells in whole muscle tissue ii) to study the
evolution of the muscle regeneration process using biochemical and
morphological parameters iii) to analyze changes in the expression of skeletal
muscle contractile and metabolic proteins after inhibition of cell proliferation.

To reach the first purpose, the South Western assay was adapted to skeletal
muscle tissue using different doses of BrdU and distinct quantities of DNA. This
methodology evidenced higher sensitivity to 50mg BrdU/Kg and to 1ug of DNA.
Additionally, the optical density values obtained by this methodology showed a
high correlation with the total number of immunohistochemically labelled
nucleus.

To attain the second purpose, mice gastrocnemius muscle was injured by
crush and the regeneration process was studied throughout 20 days using
biochemical (calpains, N-acetyl-glucosaminidase, myeloperoxidase, caspase-3,
Bax, Bcl-2 and cellular proliferation) and morphological (electron and light
microscopy) parameters. The results of this study showed an intense
proteolyses in the earlier phases, a significant inflammatory response on the
2" and 4™ days after damage, and a pronounced apoptotic response in the
beginning and at the end of the regenerative process. The levels of cellular
proliferation were higher in the 4" and 6" days after damage. The
morphological findings were consistent with the observed biochemical
alterations.

To achieve the third purpose, the expression of heavy and light myosin
isoforms was studied after damage of gastrocnemius from animals treated and
non-treated with colchicine. Colchicine administration inhibited celullar
proliferation and thus, no significant phenotypic alterations were observed,
namely myosin isoforms, during the considered regeneration period.

In summary, the data obtained in this study suggest the involvement of SC and
other muscular stem cells on mice skeletal muscle phenotypic changes
observed after trauma.
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l. Introducéao

O musculo esquelético adulto € um dos poucos tecidos capazes de regenerar de forma
eficiente em resposta a uma lesdo extensa (Hawke e Garry 2001; Goetsch et al. 2003).
Uma vez que as fibras musculares adultas sdo células pds mitéticas incapazes de se
dividir, essa capacidade de auto-reparacdo tem sido atribuida a uma populacdo de
células indiferenciadas, designadas por células satélite (CS) (Renault et al. 2000; Hawke
e Garry 2001; Goetsch et al. 2003). Embora a origem exacta destas células
mononucleares seja ainda desconhecida, sabe-se que elas surgem durante o processo
de miogénese como uma sub-populacdo de mioblastos que ndo é incorporada nos
sincicios em desenvolvimento, mas que estd associada a superficie de todas as fibras
musculares (Schultz 1989). Esta populacéo de células encontra-se presente durante toda
a vida, em todas as fibras musculares, desempenhando um papel determinante no
crescimento pds-natal e na regeneragcdo muscular (Schultz 1989). No musculo adulto, as
CS encontram-se normalmente quiescentes, i.e., em fase GO do ciclo celular, sendo
activadas por varias formas de agressdo muscular, incluindo estimulos fisicos, quimicos e

térmicos (Barjot et al. 1998; Charge e Rudnicki 2004). Uma vez activadas, estas células
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dividem-se assimetricamente para gerar novas CS e mudltiplas células percursoras
miogénicas activadas (mioblastos). Apos diferenciacdo, os mioblastos fundem-se entre si
ou com a fibra muscular adjacente, aumentando o nimero de mionucleos essenciais ao
processo de reparagdo muscular (Maier e Bornemann 1999; Sabourin e Rudnicki 2000;
Morgan e Partridge 2003). As células satélite activas expressam os factores de
transcricdo Myf5 e MyoD e, uma vez diferenciadas, expressam Miogenina e MRF4. A
expressao destes factores reguladores miogénicos (FRMs) durante a activacao,
proliferacdo e diferenciacdo das células satélite é analoga a que ocorre durante a
embriogénese (Seale e Rudnicki 2000; Morgan e Partridge 2003). Também as fibras
regeneradas repetem a sequéncia de transicfes de isoformas que ocorrem no musculo
embrionario. Os miotdbulos jovens expressam, por exemplo, formas embrionarias de
miosina de cadeia pesada (MHCemb), seguido em sequéncia pela expressao de MHC
fetal e, finalmente, isoformas de MHC adultas (Carlson 2001). Baldwin e Haddad (2001),
referem que a sintese destas proteinas, tipicas do periodo de vida embrionario, se deve a
adicao de nucleos pelas células satélite activas, uma vez que este tipo de proteinas ndo é
detectado em musculos maturos intactos. Embora ndo existam praticamente estudos que
relacionem estas células percursoras com a plasticidade muscular, existem inumeras
evidéncias passiveis de levantar questdes sobre este polémico tema. O facto de durante
0 processo regenerativo as CS indiferenciadas se fundirem as fibras adjacentes,
contribuindo com miondcleos e material genético (Hawke e Garry 2001) e de,
consequentemente, surgirem na fibra muscular regenerada proteinas tipicas do periodo
embrionario (Putman et al. 2000), sugere que as células satélite poderdo ter um papel
importante na plasticidade muscular. E também de salientar que, no decurso do processo
de regenerac¢do muscular esquelética, surge com frequéncia uma grande quantidade de
fibras hibridas que, podendo mesmo exceder a quantidade de fibras puras presentes
(Pette 2002), reflecte a heterogeneidade na composicdo de fibras musculares,
possivelmente resultante da adicdo de mioblastos durante o processo de regeneracgao.
Hoje em dia é inquestionavel que, decorrente da habilidade das fibras musculares
ajustarem o seu fendtipo em resposta a estimulos mecanicos, neurais e hormonais
(Sullivan et al. 1995; Haddad et al. 1997), o mUsculo esquelético apresenta um grande
potencial adaptativo (Pette 2002) e que estas alteracdes adaptativas na expressao
miofibrilar resultam de transformagfes reversiveis nas isoformas de miosina de cadeia
pesada (MHC).
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Contrariando a hipétese anteriormente apresentada de que as CS poderédo ter um papel
decisivo na plasticidade muscular, alguns estudos que recorrem ao uso de radiacbes com
0 intuito de destruir qualquer tipo de células percursoras miogénicas (células stem),
atribuem aos nucleos das fibras maturas esse potencial adaptativo (para refs ver Allen et
al. 1999). Os resultados destes estudos revelaram que, mesmo na hipotética auséncia de
células satélite, ocorrem alteracdes fenotipicas nos musculos submetidos a estimulos, o
que evidencia a capacidade adaptativa do tecido (para refs. ver Allen et al. 1999). De
forma idéntica, Rosenblatt et al. (1994) mostraram que em resposta a estimulos de
sobrecarga no muasculo extensor digitorum longus (EDL), miofibras sujeitas a radiacao
nao sofrem hipertrofia ou aumento do nimero de mionucleos mas alteram o seu perfil de
expressao de isoformas de MHC de rapidas para lentas.

No entanto, esta hipétese é posta em causa por outros trabalhos (Phelan e Gonyea 1997)
cujos resultados demonstraram, claramente, que a activagéo e proliferacdo das células
miogénicas percursoras € apenas parcialmente, mas nao inteiramente, inibida pela
radiacdo. Os mesmos autores referem ainda a presenca de formas embrionarias de MHC
e do factor de crescimento tipo insulinico (IGF-I) nos musculos submetidos a sobrecarga
e a radiagbes. Adicionalmente, Morgan e Patridge (2003) sugerem que no musculo
esquelético existe uma populacdo de células stem que resiste a radiacdo e, por isso,
pode ter um papel importante no processo regenerativo. De forma idéntica, Zammit e
Beauchamp (2001) sugerem a presenca no musculo esquelético de dois tipos de CS, i.e.,
uma maioria que € sensivel a radiacdo e responsavel pelo crescimento e pelo processo
regenerativo e uma minoria de CS que é€ resistente a radiacdo mas mobilizada em casos
de uma lesdo extensa. Por outro lado, a existéncia no musculo esquelético de outras
células stem para além das CS, tem igualmente sido considerada (Goldring et al. 2002;
O'Brien et al. 2002; Huard et al. 2003). Ferrari et al. (1998) mencionam que células stem
derivadas de tecidos extramusculares podem ser incorporadas no tecido muscular
esquelético, estando assim disponiveis para a regeneracao do tecido. A no¢cdo de que as
células stem existentes nos tecidos maturos sao unipotentes e se diferenciam apenas no
tipo celular ao qual estdo associadas, tem também sido posta em causa (Asakura 2003).
Evidéncias recentes sugerem que estas células progenitoras podem ser reprogramadas
por sinais extrinsecos ou intrinsecos (Joshi e Enver 2002), podendo assim gerar tipos
celulares caracteristicos de outros tecidos. De facto, e como exemplo, estudos recentes
in vitro demonstraram que as CS sdo capazes de se diferenciar em ostedcitos e
adipécitos (Asakura et al. 2001; Wada et al. 2002) apos tratamento com proteinas

morfogénicas do 0sso ou indutores adipogénicos, respectivamente.
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Uma vez que a utilizacdo de radiagcbes com o intuito de inibir a proliferacdo de células
stem tem levado a resultados contraditérios, tornou-se necesséria a utilizacdo de outro
meio de inibicdo da activacdo deste tipo de células, de forma a obter resultados mais
conclusivos sobre o seu papel na plasticidade muscular esquelética. Neste sentido, uma
alternativa a aplicacdo de radia¢des, baseia-se no uso de agentes anti-neoplasicos como,
por exemplo, a colchicina. Este farmaco é um alcaldide que actua durante a fase M do
ciclo celular ligando-se aos fusos mitéticos, resultando na inibicdo da formacdo de

microtubulos e, consequentemente, na interrupcao do processo de mitose (Khan 1995).

Tendo em conta 0s pressupostos tedricos acima apresentados bem como os problemas
levantados, este trabalho tem por objectivos gerais: a) desenvolver metodologias que
permitam a identificacdo de células em proliferacio no musculo esquelético; b)
caracterizar as alteracdes bioquimicas e morfolégicas que ocorrem durante os primeiros
20 dias do processo regenerativo; c) verificar, qual o comportamento das CS e analisar
as alteracdes fenotipicas, particularmente nas isoformas de MHC e de miosinas de

cadeia leve (MLC), ap6s inibicao das células stem com colchicina.
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Il. Metodologias utilizadas para marcar células satélite

2.1. Revisao da literatura

2.1.1. Origem embriondaria do musculo esquelético

Os mecanismos morfolégicos e moleculares que ocorrem durante a regeneragao
muscular sado bastante similares aos ocorridos durante o desenvolvimento do musculo
esquelético (para refs ver Hawke e Garry 2001). Assim sendo, embora existam
evidéncias de que o processo regenerativo seja mais complexo, a analise dos fenédmenos
subjacentes a formag¢ao do musculo esquelético sera imprescindivel na compreensao dos
mecanismos associados ao processo regenerativo. Nos vertebrados, o musculo
esquelético forma-se a partir de células progenitoras presentes num par de somitos
situados em cada um dos lados do tubo neural e da corda dorsal (Buckingham 2001;
Buckingham et al. 2003; Zhao e Hoffman 2004). As células percursoras miogénicas
(CPMs) foram primeiro identificadas no dermomiétomo, uma camada epitelial localizada
no compartimento dorsal do sémito (Chen e Goldhamer 2003). A especificagdo da

linhagem miogénica por estas células percursoras resulta de sinais provenientes de
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estruturas adjacentes, tais como o tubo neural, a corda dorsal, a ectoderme e a aorta
(Munsterberg e Lassar 1995). Efectivamente, a libertagdo de moléculas de sinalizagdo
pelas estruturas contiguas inicia a expressdo de genes especificos para a formagao do
tecido muscular esquelético. De facto, nas fases iniciais da embriogénese, as CPMs
expressam, entre outros factores, o factor de transcricdo Pax-3 e Pax-7 (paired box
transcription factors) e o receptor tirosina cinase c-met. Alguns autores (Maroto et al.
1997; Tajbakhsh et al. 1997; Borycki et al. 1999) referem ainda que o factor Pax-3
desencadeia a activagdo de outros factores reguladores miogénicos tais como Myf5 e
MyoD, funcionando assim como um regulador importante na progressdo da miogénese.
Adicionalmente, alguns estudos mostraram que, em ratos mutados em genes que
codificam para c-met (Dietrich et al. 1999) ou para Pax-3 (Borycki et al. 1999), as CPMs
nao migram, o que resulta na perda total de massa muscular nos membros destes
animais. Pelo contrario, a expressao exagerada de Pax-3 em culturas de mioblastos inibe
a diferenciagao terminal in vitro e, consequentemente, a formagdo do musculo

esquelético (Sabourin e Rudnicki 2000).

A inducdo da expressado de genes que codificam para os FRMs pertencentes a familia
MyoD (Myf5, MyoD) é fundamental para a determinagdo miogénica. Efectivamente, a
especificagdo da linhagem miogénica requer a sobre-regulagdo dos genes que codificam
para Myf5 e MyoD. Este facto € demonstrado pela perda total de massa muscular, devido
a auséncia de uma populacdo de mioblastos, em ratinhos duplamente mutados nos
genes myf5 e myoD (Rudnicki et al. 1993). De facto, na auséncia dos factores Myf5 e
MyoD, as células do sémito, que normalmente originam os mioblastos, ndo se localizam
correctamente e adoptam outros destinos celulares (Buckingham et al. 2003). Por outro
lado, a expressao dos FRMs, Miogenina e MRF4 ocorre quando as ceélulas percursoras
abandonam o ciclo celular e se diferenciam, originando miotubulos e posteriormente
fibras musculares maturas multinucleadas (Stockdale 1992; Shen et al. 2003). No
decurso da diferenciacdo muscular in vivo, estes FRMs sdo expressos numa sequéncia
definida: Myf5 e MyoD sao expressos pelos mioblastos em proliferagdo, enquanto que a
expressao de Miogenina so € induzida na diferenciagdo muscular (Smith et al. 1994). Por
seu lado, o MRF4 é expresso nas fases finais do desenvolvimento muscular (Hinterberger
et al. 1991). Sendo especificos do musculo esquelético e responsaveis pela sua
identidade mioblastica e pela diferenciagdo terminal das fibras musculares (Molkentin e

Olson 1996), a expressdo destes factores de transcricio em linhas celulares nao
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musculares é suficiente para induzir a diferenciacdo miogénica dessas células (Wright et
al. 1989; Molkentin e Olson 1996).

Estes FMRs mostram homologia dentro do dominio basico e possuem uma regido
adjacente helix-loop-helix, sendo frequentemente designados por proteinas bHLH
(Molkentin e Olson 1996). A activacdo da expressdo de genes musculares por estes
FRMs é dependente da sua associagdo com outras proteinas bHLH, tais como as
proteinas E e as proteinas pertencentes a familia MEF2 (myocyte enhancer factor-2)
(Puri e Sartorelli 2000; Sabourin e Rudnicki 2000). Efectivamente, a familia de factores de
transcricdo MEF2 contém um dominio MADS N-terminal que permite a dimerizagao com
as proteinas miogénicas da familia MyoD (Wang et al. 2001; McKinsey et al. 2002). Estes
heterodimeros ligam-se canonicamente a sequéncias CANNTG do DNA (E-Box), as
quais sao encontradas nas regides promotoras ou enhancers de muitos genes
especificos do musculo esquelético (Sabourin e Rudnicki 2000; Wang et al. 2001). No
entanto, a exemplo dos FRMs, os factores de transcricdo pertencentes a familia MEF2,
por si sO, também ndo induzem a expressao dos genes especificos do musculo
esquelético, mas potenciam a ac¢ao miogénica dos FRMs pertencentes a familia MyoD
(Shen et al. 2003). De forma idéntica, a expressao de genes que codificam para proteinas
musculares requer também a ligacdo de proteinas E (E12 e E47) aos factores

reguladores miogénicos da familia MyoD (Sabourin e Rudnicki 2000).

Por outro lado, os FRMs podem ser regulados de forma negativa por proteinas HLH,
designadas de proteinas Id, nas quais esta ausente o dominio basico de ligagdo ao DNA
(Lassar et al. 1991; Carlsen e Gundersen 2000; Sabourin e Rudnicki 2000). De facto, os
factores Id podem formar heterodimeros com as proteinas E, impedindo a sua
associagao com os FRMs e subsequente a activacdo dos genes especificos do tecido
muscular (Puri e Sartorelli 2000). Existem varias evidéncias de que as proteinas Id tém
um papel importante na regulacdo da proliferacdo celular. A expressdo do gene que
codifica para a proteina Id é aumentada em resposta a um estimulo mitogénico e esta
associada com a indugdo de sintese de DNA (Alway et al. 2002). Pelo contrario, a
expressao da proteina Id é rapidamente sob-regulada com a inducdo da diferenciagao
miogénica, libertando as proteinas E de forma a estarem disponiveis para formar
heterodimeros com os FRMs (Gao et al. 2001) e de, consequentemente, ocorrer a

expressao dos genes que codificam para proteinas musculares.
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A actividade dos FRMs é também fortemente associada a regulagdo do ciclo celular
(Lassar et al. 1994). A progresséo da fase G1 para a fase S do ciclo celular é controlada
pelas Cdks (cinases dependentes de ciclinas) que medeiam a fosforilagdo da proteina
retinoblastoma (pRb), permitindo a libertagdo do factor de transcricdo E2F.
Especificamente, no inicio da fase G1, a formacao do complexo ciclina D1-Cdk4 é
activado por um estimulo mitogénico e fosforila pRb, levando a expressao da ciclina E.
Seguidamente, a formacado do complexo ciclina E-Cdk2 promove a hiperfosforilacdo da
pRb permitindo a completa libertacdo de E2F e a expressdo dos genes necessarios para
a replicagdo do DNA, estimulando a progressao do ciclo celular (Puri e Sartorelli 2000;
Shen et al. 2003). O factor E2F liga-se as regides promotoras de genes envolvidos na
sintese de DNA, tais como o gene que codifica para a DNA polimerase o (Sellers et al.
1998). A pRb regula a progressao do ciclo celular através da sua ligacao ao factor E2F,
impedindo a progresséo para a fase S do ciclo celular e promovendo a diferenciagéo
terminal com activacado de factores de transcricdo como o factor MyoD (Sellers et al.
1998).

A ciclina D1 pode ser importante na manuteng¢ao do factor MyoD num estado inactivo. De
facto, a expressdo excessiva desta ciclina inibe a actividade do factor MyoD e,
consequentemente, a sua ligacdo a genes que transcrevem para proteinas musculares
(Puri e Sartorelli 2000; Sabourin e Rudnicki 2000). Adicionalmente, a actividade do factor
MyoD é altamente afectada por interac¢édo directa com o dominio C-terminal da Cdk4. A
formagao do complexo MyoD-Cdk4 inibe a fungéo do factor MyoD de induzir a expressao
de genes especificos do tecido muscular, comprometendo assim a diferenciacao celular
(Zhang et al. 1999).

A passagem dos mioblastos a um estado de diferenciagdo terminal requer a saida do
ciclo celular. O factor de transcricao MyoD pode promover a saida do ciclo celular através
da inducao da expressao de inibidores de Cdks tais como a p21, a p27 e a p57. O gene
que transcreve para a p21 é activado pela expressdo exacerbada de MyoD e esta
correlacionado com a sobre-requlagcdo da Miogenina durante a embriogénese. A
expressao do factor p21 inibe a fosforilagdo da pRb favorecendo a saida do ciclo celular
(White et al. 2002). Também o aumento dos niveis deste factor & requerido para a

manutencao de um estado pds mitético pela célula (Shen et al. 2003).
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A formacao do musculo esquelético é, pois, um processo de multiplas etapas que envolve
a determinagdo das células mesodérmicas com o intuito de originar mioblastos, o
abandono do ciclo celular pelos mioblastos e a consequente diferenciagcdo em miofibras
multinucleadas (Shen et al. 2003). As miofibras primarias multinucleadas formam-se
aproximadamente 13 dias postcoitum (E13) no embrido de ratinho. Por seu lado, as
miofibras secundarias formam-se paralelamente as primarias e constituem as miofibras
predominantes durante as fases finais da embriogénese, surgindo 15 a 16 dias
postcoitum (E15-E16). Efectivamente, diversos estudos sugerem que linhagens distintas
de mioblastos s&o responsaveis pela formacao destas miofibras; ou seja, os mioblastos
embrionarios originam as miofibras primarias, enquanto que os mioblastos fetais geram
as miofibras secundarias (Hawke e Garry 2001; Tajbakhsh 2003). Estes dois tipos de
miofibras musculares diferem também, entre si, no desenvolvimento temporal, no
tamanho, no nimero e na expressao de isoformas de MHC (Miller et al. 1999). No final da
embriogénese e no inicio do periodo pds natal, surge uma outra sub-populacdo de
mioblastos, denominadas de CS, que nao se diferencia, mantendo-se associada a
superficie das fibras musculares e desempenhando o papel de células stem do musculo
esquelético (Charge e Rudnicki 2004), sendo as responsaveis pelo crescimento pds natal
(McCormick e Thomas 1992).

2.1.2. Identificacdo de células satélite

A identificagdo de CPMs, nomeadamente as células satélite, € de extrema importancia na
compreensao dos fendmenos associados ao desenvolvimento muscular esquelético pos-
natal e ao processo regenerativo. Por isso, varios investigadores (para refs. ver Lawson-
Smith e McGeachie 1998) tém realizado esforgos no reconhecimento de marcadores para

a identificacido deste tipo celular.

As CS foram descobertas por Mauro (1961) em musculos de ra, sendo assim designadas
devido a sua localizagdo satélite, entre o sarcolema e a lamina basal das fibras
musculares esqueléticas. O numero de CS associado as fibras musculares depende da
espécie, da idade (Dedkov et al. 2003) e do tipo de fibra muscular (Hawke e Garry 2001;
Jejurikar e Kuzon Jr 2003). Por exemplo, num rato recém-nascido, as CS constituem
cerca de 30 % de nucleos sub-laminares, enquanto que num rato adulto a percentagem

deste tipo de células decresce bruscamente, constituindo apenas 5% da totalidade de
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nucleos (Seale e Rudnicki 2000; Seale et al. 2000; Charge e Rudnicki 2004). Esta
diminuicdo do numero de CS deve-se principalmente ao aumento acentuado do nimero
de mionucleos ocorrido apds fusdo das CS durante o crescimento pds-natal.
Adicionalmente, a quantidade deste tipo de células varia com o tipo de fibra a qual se
encontram associadas, e.g., a percentagem de CS no musculo soleus adulto, constituido
principalmente por fibras tipo |, € cerca de duas a trés vezes superior a do tibialis anterior
ou do musculo EDL (Charge e Rudnicki 2004), constituido essencialmente por fibras tipo
Il. Parece, por isso, existir uma relagdo entre a quantidade de CS e as caracteristicas
metabdlicas das fibras musculares as quais as CS se encontram associadas. Também o
aumento da densidade de CS tem sido demonstrado em associagdo com a proximidade
de capilares e das jungdes neuro-musculares (Phillips e Knighton 1990; Umnova e Seene
1991; Vierck et al. 2000). Desta forma, as fibras oxidativas, caracterizadas por um
aumento da densidade neuro-motora e por maior capilarizacdo do que as fibras

glicoliticas, apresentam maior niumero de CS (Hawke e Garry 2001).

No musculo adulto, as CS encontram-se normalmente quiescentes, ou seja, na fase GO
do ciclo celular (Kuschel et al. 1999). O numero de CS no estado quiescente mantém-se
relativamente constante apds varios ciclos de degeneracao/regeneragdo (Jejurikar e
Kuzon Jr 2003), sugerindo um mecanismo de auto-renovagao pelas préprias CS
(Sabourin e Rudnicki 2000; Seale et al. 2000; Asakura et al. 2002). Este tipo de células
percursoras pode ser facilmente identificado ao microscépio electronico devido quer a
sua posicao anatdmica, quer as suas caracteristicas morfolégicas. De facto, por se
encontrarem no estado GO do ciclo celular e assim serem metabolicamente pouco activas
(Hawke e Garry 2001; Charge e Rudnicki 2004; Wozniak et al. 2005), as CS sao
caracterizadas por nucleos ricos em heterocromatina e por citoplasmas de reduzidas
dimensodes, contendo apenas um pequeno numero de organelos (Allen e Rankin 1990;
Schultz e McCormick 1994; Charge e Rudnicki 2004).

No entanto, quando sujeitas a estimulos apropriados, as CS proliferam, diferenciam-se e
fundem-se, adicionando mionucleos as fibras musculares diferenciadas tendo, assim, um
papel determinante no crescimento pds-natal e na regeneragcdo muscular (Kuschel et al.
1999; Seale e Rudnicki 2000; Asakura et al. 2001). Associado a este aumento da
actividade mitética das CS ocorre uma redugdo da heterocromatina, um aumento da

razao citoplasma/nucleo e do numero de organelos intracelulares (McFarland 1999).
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A identificacdo de CS recorrendo a microscopia Optica tem sido pratica corrente,
sobretudo com recurso a imunohistoquimica (Hawke e Garry 2001). A utilizagdo de
anticorpos especificos para proteinas existentes ou expressas em determinadas etapas
do ciclo celular nas CS tem permitido a identificacdo e quantificagcao deste tipo de células
percursoras. A descoberta de proteinas expressas pelas CS, mas ausentes nos
mionucleos pos-mitéticos das fibras musculares, tém facilitado essa tarefa (Morgan e
Partridge 2003). No entanto, varios destes anticorpos marcam simultaneamente, quer
células satélite quiescentes, quer em proliferagdo, nao fornecendo uma nogao exacta da
quantidade de CS que se encontra activa. Como exemplo, marcadores da superficie
celular como o receptor tirosina cinase c-met, as moléculas de adesdo celular M-
caderina, as VCAM-1 (molécula de adesao vascular-1) e as NCAM (molécula de adesao
neural) sdo expressos simultaneamente em CS quiescentes e em proliferacido (para refs
ver Hawke e Garry 2001). A c-met é o receptor para o factor de crescimento HGF (factor
de crescimento tipo hepatécito) (Cornelison e Wold 1997; Seale e Rudnicki 2000), sendo
este factor, um potente agente mitogénico para as CS e importante para a sua migragao.
A M-caderina, a VCAM-1 e a NCAM s&o moléculas de adesao celular que colectivamente
parecem ter um papel importante, quer na adesao das CS a lamina basal da miofibra,
quer na migracao destas células em resposta a diferentes estimulos. Varios estudos
(Cornelison e Wold 1997; Beauchamp et al. 2000; Hollnagel et al. 2002; Dedkov et al.
2003) tém utilizado a M-caderina para marcar CS. Esta molécula de adesdo celular,
dependente das concentracdes de calcio adjacente, é expressa apenas numa sub-
populagado de células satélite quiescentes (cerca de 20%) contudo, ocorre um aumento
acentuado da sua expressao quando as CS se tornam activas. Esta proteina parece ter
um papel importante no alinhamento e fusdo dos mioblastos para originar miotibulos
(Cornelison e Wold 1997; Beauchamp et al. 2000). Nas miofibras maturas apos a
formagao completa dos miotubulos, a expressdo de M-caderina € sob-regulada, mas esta

proteina mantém-se presente nas células satélite quiescentes (Hollnagel et al. 2002).

Adicionalmente, outras proteinas como os factores de crescimento Pax-3, Pax-7 e MNF
(myocyte nuclear factor) sdo expressas igualmente, quer nas CS quiescentes, quer nas
activas. O factor de transcricdo Pax-7 esta relacionado com o factor Pax-3 dada a alta
similaridade das suas estruturas proteicas e do padrdo de expressao durante o
desenvolvimento embrionario (Maroto et al. 1997). Seale et al. (2000), isolaram Pax-7
como o factor especificamente expresso em culturas de CS e demonstraram a sua

expressao quer em CS quiescentes quer em activas. Os mesmos autores analisaram
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musculos esqueléticos de animais Knockout pax 7 (pax7-/-) e verificaram que estes eram
desprovidos de CS o que sugere que este factor de transcricdo é essencial para a
formacao deste tipo de células percursoras. Estes ratos exibiram deficiéncia muscular
severa a nascenca e auséncia de CS, nao sobrevivendo, por isso, mais de duas semanas
apo6s o nascimento (Seale et al. 2000). Importa, no entanto, referir que a expressao do
gene que codifica para o Pax-7 diminui acentuadamente com a sobre-regulagcado dos
genes que codificam para os FRMs, Miogenina e MRF4. Por outro lado, o MNF, para
além de ser expresso nas CS quiescentes, € igualmente sintetizado apds lesao muscular,
quer nas células percursoras em proliferacdo, quer nas miofibras recém formadas.
Contudo, a sua expressao diminui acentuadamente com o amadurecimento das fibras
musculares (Garry et al. 1997). A deleccdo do gene que codifica para este factor resulta
numa regeneracgao ineficiente e € acompanhada por acumulacdo de células adiposas
(Chen e Goldhamer 2003).

A marcacgao de células satélite, sobretudo no seu estado activo, € de extrema importancia
na compreensao do processo regenerativo do tecido muscular esquelético apds distintos
estimulos lesivos. Por isso, varios marcadores para este tipo de células em proliferacéao
tém sido utilizados, nomeadamente os factores reguladores miogénicos da familia MyoD,
a desmina e os marcadores de proliferagao celular.

A identificacdo de células satélite mitoticamente activas através da expressao dos FRMs
pertencentes a familia MyoD, tem sido frequentemente utilizada recorrendo sobretudo a
metodologias como a imunohistoquimica (Miller et al. 2000; Asakura et al. 2001), a
imunofluorescéncia (Maier et al. 2002) e o Northen blotting (Marsh et al. 1997). A
expressao dos factores reguladores miogénicos durante a activagdo das CS é analoga a
manifestada durante o desenvolvimento do musculo esquelético (Seale e Rudnicki 2000).
Sob exposi¢do a sinais provenientes do musculo lesado, as CS quiescentes, que nao
expressam niveis detectaveis de FRMs, sdo activadas e comegam a proliferar, sendo
muitas vezes referidas como mioblastos. A nivel molecular, a activacdo das CS é
caracterizada por uma sobre-regulacdo dos FRMs, Myf5 e MyoD (Grounds 2002). A
expressao dos factores Myf5 e MyoD subsequentes a lesdo muscular tem sido observada
em varios modelos de regeneragdo muscular in vivo e em varios tipos de musculos. Por
exemplo, Cooper et al (1999) confirmaram a sobre-regulagao inicial de Myf5 ou de MyoD
e a posterior co-expressdo de ambos os factores durante a regeneragdo muscular
induzida por cardiotoxina. Para além disso, com o intuito de verificar, em particular, a

importancia do factor de transcrigdo MyoD na regeneragdo muscular, Megeney et al.
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(1996) verificaram que em ratos MyoD-/- o processo regenerativo originou um elevado
numero de células percursoras miogénicas e um reduzido numero de miotubulos
diferenciados. A elevada quantidade de CS observada nos animais MyoD-/- sugere que
estas células estdo incapacitadas de prosseguir o programa de diferenciagcao e, em vez
disso, participam na sua auto-renovacgao (Sabourin e Rudnicki 2000). De acordo com o
referido anteriormente no que diz respeito ao processo de embriogénese, apds
proliferacdo das células percursoras miogénicas, a expressao dos factores Miogenina e
MFR4 é igualmente sobre-regulada (Wozniak et al. 2005), sendo expressos apoés a saida
do ciclo celular, ndo devendo, por isso, ser utilizados como marcadores de células

mitoticamente activas.

Outro marcador habitualmente utilizado na marcagdo destas células percursoras
miogénicas € a desmina. A desmina é uma proteina encontrada nos filamentos
intermediarios do citoesqueleto das células musculares. Na miogénese, esta proteina é
expressa nos mioblastos em proliferacdo antes da sua fusado para formar os miotubulos
(Lawson-Smith e McGeachie 1998; O'Brien et al. 2002). Contudo, apos fusdo dos

mioblastos a desmina acumula-se e torna-se mais organizada.

A identificacdo e a quantificacdo de CS activas tém sido efectuadas com recurso a
marcadores de proliferagdo celular, como o PCNA (proliferating cell nuclear factor), a
BrdU (bromodeoxiuridina) e a timidina tritiada (*H — TdR). No entanto, estes marcadores
sinalizam nao soO as células percursoras miogénicas, como também todas as células em
proliferacdo localizadas no espaco intersticial, de que sdo exemplo os fibroblastos, as
células endoteliais e as células sanguineas.

O método classico utilizado durante décadas para marcar células mitoticamente activas
baseia-se na utilizacdo de isétopos radiactivos como por exemplo a *H — TdR em
combinagdo com a técnica de autoradiografia (McCormick e Thomas 1992; Mozdziak et
al. 2000). No entanto, este método marca todas as células em divisdo somente apds as
secches de tecido serem expostas a emulsdo autoradiografica durante varias semanas
(Lawson-Smith e McGeachie 1998), o que, para além de outras limitacbes, acarreta muito
tempo requerido para a sua execucgao. Assim sendo, e com o intuito de ultrapassar os
inconvenientes impostos pelo uso da autoradiografia, outras técnicas foram
desenvolvidas e outros marcadores de proliferagdo celular comegaram a ser utilizados.
Efectivamente, a imunohistoquimica, utilizando anticorpos especificos para a BrdU e o

PCNA, (Lawson-Smith e McGeachie 1998) tem sido hoje em dia bastante utilizada na
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visualizacdo de células em proliferacdo. Estes marcadores de proliferacdo celular
comparativamente & *H — TdR sdo menos téxicos, nao radioactivos (Mozdziak et al. 2000)
e podem ser utilizados em combinagdo com outros anticorpos facilitando a localizacao
das células percursoras miogénicas (Lawson-Smith e McGeachie 1998). Adicionalmente,
estes marcadores permitem ainda utilizar técnicas de coloracao que definem a estrutura e
os limites da fibra muscular, o que nao é possivel com o uso da autoradiografia (Brotchie
et al. 1995).

O PCNA ¢ uma proteina auxiliar da polimerase 6 que é expressa nas células durante a
fase S do ciclo celular (Lawson-Smith e McGeachie 1998; Putman et al. 2000). O PCNA é
detectado com recurso ao anticorpo especifico (anti-PCNA) sendo posteriormente
visualizado através da imunohistoquimica ou imunofluorescéncia (Lawson-Smith e
McGeachie 1998). Na literatura, a utilizagdo do PCNA com o intuito de marcar células
satélite em proliferagdo tem sido observada em diversos estudos de desnervagao
(Kuschel et al. 1999), bem como, de lesdo induzida por trauma fisico (Kami e Senba
2002). No entanto, a BrdU é o marcador de proliferacao celular mais utilizado e referido
na literatura. De facto, varios estudos (Hurme e Kalimo 1992; Brotchie et al. 1995;
Mozdziak et al. 2000) utilizaram este marcador para identificar células mitoticamente
activas entre as quais as células satélite. A BrdU é um analogo da timidina que apds ser
metabolizado origina BrdU-trifosfato (BrdUTP). A BrdUTP pode ser incorporado no DNA
em vez da timidina trifosfato, identificando, assim, as células que se encontram na fase S
do ciclo celular (Mozdziak et al. 2000). As células sintetizando DNA incorporam BrdU, a
qual pode ser identificada por imunohistoquimica, recorrendo ao anticorpo anti-BrdU
(Hurme e Kalimo 1992). Assim, a BrdU pode ser utilizada para diferenciar células que se
mantiveram sempre no estado quiescentes de células em divisdo (Mozdziak et al. 2000;
Smith et al. 2001). Na imunohistoquimica, a quantidade de BrdU referida na
literatura para ser incorporada em células satélite mitoticamente activas varia entre
5 mg a 150 mg BrdU/Kg de peso de rato (Brotchie et al. 1995; Jacobs et al. 1996;
Schultz 1996; Putman et al. 2000), ndo existindo uma dose 6ptima deste composto
de forma a obter a melhor marcacgéo.

No entanto, de forma a permitir a incorporacédo da BrdU nas células em proliferacéo, os
animais tém de ser previamente injectados com este composto. Adicionalmente, a
utilizacdo da BrdU como marcador de células em proliferacdo requer uma desnaturacao
prévia do DNA, de forma a permitir a ligacdo do anticorpo primario ao BrdU. Esta etapa é
critica no desenrolar da técnica, uma vez que se o DNA nao estiver em single strand, a

BrdU néo fica acessivel para se ligar ao anticorpo.
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A administracdo de BrdU associada a imunohistoquimica tem sido utilizada in vivo para
estudar a contribuigdo das células satélite no processo regenerativo, apoés diferentes tipos
de estimulos tais como, a sobrecarga de um musculo por extracgdo de um musculo
sinergista (Carson e Alway 1996), o exercicio fisico (Smith et al. 2001), a suspensédo dos
membros traseiros (Schultz et al. 1994; Mozdziak et al. 2001), o hipotiroidismo (Jacobs et
al. 1996) e a injeccao de toxinas (McLoon et al. 1998). De igual forma, estudos in vitro
que utilizam culturas de células satélite, recorrem preferencialmente ao BrdU com o
intuito de marcar a actividade proliferativa deste tipo de células (Pavlath et al. 1998;
Chakravarthy et al. 2000; Tatsumi et al. 2002; Machida et al. 2003).

No entanto, importa referir que embora a imunohistoquimica seja das metodologias mais
utilizadas na identificacdo de células em proliferagdo, nomeadamente de CS, apresenta
algumas limitagcbes inerentes as técnicas de microscopia, nomeadamente o excessivo
tempo requerido para o processamento das amostras e o facto de, para se ter uma ideia
rigorosa, pormenorizada, requerer, por exemplo, a analise de cerca de 2500 cortes para
permitir o estudo da globalidade de musculos da dimensdo do gastrocnemius (uma vez
que, por exemplo no ratinho, o musculo gastrocnemius tem cerca de 1 cm de

comprimento e a espessura habitual dos cortes para microscopia optica é de 4 um).

Recentemente, alguns estudos utilizaram uma nova metodologia para semi-quantificar
células em proliferacdo em organismos multicelulares (Schistosoma mansoni) (Knobloch
et al. 2002) e no tecido cerebral (Moore et al. 2002). Esta técnica, designada de South
Western assay, consiste numa extrac¢ao prévia de DNA, na sua transferéncia para uma
membrana de nitrocelulose por slot-blot e na posterior marcagao com anticorpos. O termo
South Western aplicado a esta metodologia deve-se ao facto de a amostra ser DNA
(Southern) e o tratamento efectuado ser o que se aplica habitualmente a proteinas
(Western), quer ao nivel da membrana, quer na utilizacdo de anticorpos. O composto
utilizado na marcacao das células em proliferacdo ¢ a BrdU e a forma de o visualizar
implica, igualmente, a utilizagdo do anticorpo primario anti-BrdU. Tal como sucede na
imunohistoquimica, a ligagcao do anti-BrdU ao antigénio requer uma desnaturagao prévia
das amostras de DNA.

Esta metodologia foi aplicada por Knobloch et al. (2002) em culturas de Schistosoma
mansoni incorporadas com uma solugao de BrdU, com o intuito de comparar a actividade
mitética de machos e fémeas. Moore et al. (2002) utilizaram o mesmo método para
estudar os processos regenerativos no cérebro de ratos sujeitos a isquemia/reperfusao.

Contudo, do nosso conhecimento, no tecido muscular esquelético, esta técnica nunca foi
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aplicada, embora a quantificagao de células em proliferagdo tais como as CS activas seja
de importancia primordial na compreensao do processo regenerativo. A técnica de South
Western tem a vantagem de permitir a quantificagdo de células mitoticamente activas na
globalidade do tecido, em vez de as visualizar em secgbes de tecido como sucede na

imunohistoquimica.

Com base nos pressupostos tedéricos anteriormente apresentados, este trabalho
experimental tem como objectivo geral desenvolver metodologias que permitam a
identificagcdo e a quantificacdo de células satélite e de outras células em proliferagdo no
tecido muscular esquelético. O estimulo utilizado para induzir a proliferagdo de CS foi o
exercicio fisico, com predominancia de contracgdes excéntricas. De facto, existe um
grande consenso na literatura de que o exercicio fisico, com grande contribuicdo de
contracgdes musculares excéntricas, induz lesao muscular e aumento da proliferacdo das
células satélite, quer nos musculos de contraccdo rapida, quer nos musculos de
contraccao lenta (Darr e Schultz 1987; Smith et al. 2001).

De forma a satisfazer o objectivo geral proposto, foram delineados trés objectivos
especificos:

a) adaptar a metodologia do South Western ao musculo esquelético recorrendo a doses
variadas de BrdU e a diferentes quantidades de DNA aplicada na membrana de
nitrocelulose;

b) verificar de forma qualitativa e quantitativa, qual o tipo de células que se encontram
mitoticamente activas na presenca e na auséncia de um estimulo lesivo;

¢) utilizar a imunohistoquimica como método critério e comparar os resultados obtidos

pelas duas metodologias.
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2. 2. Material e Métodos

A - Protocolo experimental

A amostra em estudo foi constituida por 50 ratinhos macho Charles River CD1, de 8
semanas de idade e com um peso médio entre 35 e 40 gramas. Os animais foram
colocados em gaiolas individuais num ambiente de temperatura constante de 20°C e
submetidos a um ciclo invertido de luz/escuro de 12/12h.

Apds uma semana de aclimatizacdo, os animais foram divididos aleatoriamente num
grupo experimental submetido a exercicio fisico (n=25) e num grupo ndo submetido a
exercicio fisico (n=25).

Quarenta e oito horas antes do sacrificio, o0s animais foram injectados
intraperitonealmente (i.p.) com uma solugdo de soro fisiolégico com diferentes
concentracdes de BrdU (B-9285, Sigma): 0, 5, 10, 20 e 50 mg de BrdU/Kg de peso de
rato (n=5, para cada subgrupo). Imediatamente apos a injecgao de soro ou de BrdU os
ratinhos pertencentes ao grupo experimental foram sujeitos a um protocolo de exercicio
fisico que consistiu na realizagdo de 60 minutos de corrida em tapete rolante a 70% da
velocidade maxima e com uma inclinagdo negativa de 20%. O protocolo de exercicio
decorreu durante o periodo diurno e foi iniciado sempre a mesma hora.

Todos os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical, sendo-lhes retirado os

musculos gastrocnemius, para analise bioquimica e para analise morfolégica.

Todos os procedimentos seguiram as especificagdes e as recomendag¢des do National

Institute of Health (NIH) Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

A.l. - Avaliacdo de células mitoticamente activas por South Western

Extraccdo de DNA

Os musculos gastrocnemius foram cortados em pequenos pedacos e transferidos

cuidadosamente para um tubo de ensaio contendo 500 ul de tampdo de extracgao,
(75mM NaCl, 25mM EDTA, pH 8), 50 ul de SDS 10% e 10 ul de proteinase K 10 mg/ml,

sendo posteriormente incubados num banho a 55°C, durante aproximadamente 24 horas.

Apoés o periodo de incubagao, juntou-se 125 ul de NaCl 6M e aqueceu-se novamente

durante 10 minutos a 55°C. De seguida, as amostras foram tratadas com um volume
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(=700 pl) de cloroférmio e agitadas suavemente num agitador orbital durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Os homogeneizados foram centrifugados durante 10 minutos, a
2000 rpm, e ao sobrenadante resultante adicionou-se um volume de isopropanol com o
intuito de precipitar o DNA. O RNA foi removido através de incubagdo com RNase A (com
uma concentracao final de 1mg/ml) durante 20 minutos a 37°C, de forma a evitar a
reactividade do anticorpo anti-BrdU a uridina enddgena (Haider et al. 1997). A
concentracao de DNA foi determinada por espectrofotometria (Spectronic Genesys 5) no
comprimento de onda de 260nm. Com o intuito de verificar a pureza do DNA determinou-
se a densidade optica (DO) a 280nm e calculou-se a razdo DO280nm/DO260nm
(Sambrook et al. 1989).

Avaliacio das células em proliferacdo por South Western

A semi-quantificacdo das células mitoticamente activas foi efectuada utilizando um
anticorpo anti-BrdU, de acordo com a metodologia desenvolvida por Knobloch et al.

(2002), com algumas adaptagdes.

De forma a permitir a ligagdo do anticorpo anti-BrdU ao BrdU, desnhaturou-se o DNA
através da incubacao das amostras a 95°C durante 5 minutos. Posteriormente o DNA foi
transferido por slot-blot para uma membrana de nitrocelulose (Hybond, ECL, Amershan
Pharmacia Biotech), previamente hidratada. Com o intuito de fixar os acidos nucleicos a

membrana, esta foi incubada numa estufa a 80°C durante 2 horas (Moore et al. 2002).

A fim de detectar o BrdU incorporado no DNA foi utilizado um método modificado de
Haider et al. (1997). Procedeu-se a lavagem da membrana de nitrocelulose de forma
cuidadosa com TBS (100 mM em Tris — HCI pH 8, 1,5mM de NaCl) durante 3-5 minutos,
seguindo-se o seu bloqueamento com uma solucdo de leite em p6 a 5% [5g de leite
magro em pé em 100 ml de solugdo TBS-T (TBS e 0,05% de Tween 20)] durante 5h a
temperatura ambiente com agitacdo. Posteriormente, procedeu-se a incubagdo com o
anticorpo monoclonal anti-BrdU (B-2531, Sigma) diluido 1:1000 na solugao (5% de leite
magro em p6 em TBS-T) durante a noite a 4°C (Knobloch et al. 2002). Com o intuito de
remover o excesso de anticorpo foram efectuadas 3 lavagens com a solugcdo de TBS-T
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente, incubou-se a membrana com o anticorpo secundario (rabbit peroxidase
conjugated anti-mouse 1gG) (A -9044, Sigma), diluido 1:500 em leite magro em po,

durante 2 horas com agitagdo a temperatura ambiente. De forma idéntica, retirou-se o
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excesso do anticorpo secundario com lavagens com TBS-T. Por fim efectuou-se a
deteccdo do DNA marcado, por quimioluminescéncia, utilizando os reagentes de ECL
(RPN2108, Amershsm Bioscience) (Moore et al. 2002). O sinal da membrana foi
transferido para um filme, por exposicdo com a mesma, numa cassete apropriada,
durante 10 minutos.

O filme foi revelado da seguinte forma: 2 minutos no revelador (2354090, Sigma),
lavagem em agua corrente, 2 minutos no fixador (Z354104, Sigma) e nova lavagem em
agua corrente. O filme foi finalmente analisado utilizando o software QuantityOne da
BioRad (versdao 4.3.1.). Desta forma, o sinal das bandas foi avaliado em termos de
densidade optica (DO).

Todos os valores de densidade 6ptica obtidos para cada um dos grupos foram
previamente subtraidos do valor de densidade éptica do controlo, colocado na mesma
membrana. O controlo correspondeu a 0 mg de BrdU ou seja a ratinhos que foram

injectados apenas com soro fisioldgico.

A. 2. - Avaliacao de células mitoticamente activas por imunohistoquimica

De cada animal foi retirado um fragmento do musculo gastrocnemius para analise
morfolégica por imunohistoquimica. Os musculos foram fixados durante 2 horas por
imersdo numa solu¢ao contendo 4% de paraformaldeido, 2,5% de sacarose diluida em
tampao fosfato (pH=7,2). Seguidamente efectuaram-se lavagens com solugbes de
cacodilato de sédio a 0,1M e 0,2M, com o intuito de remover o excesso do fixador. A
desidratacao dos tecidos foi efectuada com a utilizacdo de solugdes de alcool etilico em
concentracao crescente. Por fim procedeu-se a impregnagao dos musculos com a resina
LRwhite medium grade (LO33, TAAB). A polimerizacdo da resina, em capsulas de
gelatina, foi efectuada numa estufa, a 50°C, durante 24 horas. Os blocos de tecido foram

cortados num ultramicrotomo (Ultracut, Pabisch), tendo os cortes a espessura de 4 pum.

Apés colagem dos cortes histolégicos em laminas silanizadas (S-4651, Sigma) por
aquecimento, estas foram colocadas a temperatura ambiente. Posteriormente efectuou-
se o bloqueamento das peroxidases enddgenas com perodxido de hidrogénio a 3% em
PBS e metanol, durante 5 minutos. Procedeu-se a trés lavagens das laminas com uma
solugédo de PBS (137mM NaCl, 1,5mM KH,PO,, 6,5mM Na,HPO,) com a finalidade de
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remover o excesso da solugao de péroxido de hidrogénio. Seguidamente, aplicou-se nos
cortes uma solugao de tripsina 0,1% diluida em 0,1% CaCl,, durante 30 minutos a 37°C,
para permitir a exposi¢ao dos epitopos. Posteriormente, procedeu-se a desnaturagao do
DNA, colocando as laminas numa solugdao de HCI 2M a 56°C durante meia hora. A
neutralizacao do acido foi efectuada através de 2 lavagens das laminas com uma solugao
de borato de sodio 0,1M, seguida de uma lavagem com PBS. Posteriormente a
desnaturagcdo do DNA, realizou-se o bloqueamento dos locais de ligacdo nao especifica
com soro de coelho (R-9133, Sigma) diluido 1:30 em PBS por um periodo de uma hora.
Seguiu-se a aplicagdo do anticorpo monoclonal anti-BrdU (B-2531, Sigma) diluido 1:10
numa solugao de PBS contendo 0,2% de BSA e 0,005% de Tween 20, durante 2 horas
com agitacao. O excesso de anticorpo foi removido através de lavagem 3 vezes com uma
solugcado de PBS. Seguidamente as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario
rabbit peroxidase-conjugated anti-mouse (A-9044, Sigma) diluido 1:20 em PBS durante 2
horas com agitacdo. De forma idéntica foram efectuadas 3 lavagens com PBS com o
intuito de remover o excesso de anticorpo. De forma a aumentar a marcagao das células
em proliferacdo procedeu-se a incubagao durante a noite a 4°C com o complexo PAP
(peroxidase anti-peroxidase) (P-2416, Sigma) diluido 1:10 em PBS. Apds o periodo de
incubacao procedeu-se a lavagem das laminas com PBS e com uma solugdo de Tris
0,fM (pH=7,6) durante 10 minutos cada. A visualizacdo dos locais marcados foi
efectuada através da incubagdo das I|&dminas numa solucdo de DAB
(diaminobenzidina)/H,O, durante 20 minutos. Por fim as ldminas foram lavadas com agua
destilada e n&o sofreram qualquer coloracido ou tratamento adicional. Para cada musculo
foram efectuadas laminas para controlo negativo, sem a adi¢ao do anticorpo primario. Os
controlos positivos foram efectuados com testiculo do mesmo animal. As laminas, apds
montagem, foram visualizadas num fotomicroscépio (Zeiss Phomi 3), tendo sido
observadas um minimo de 100 fibras em cada musculo em cortes transversais (Soares e
Duarte 1991). Foi contabilizado o total de nicleos marcados, de cor castanha, pelo DAB,
e descriminada a sua origem intersticial (endotelial e ndo endotelial), ou das préprias

fibras (a periferia e em posicao central).

Analise estatistica

A média e o desvio padrdo foram calculados para todas as variaveis em cada um dos
grupos. Nas determinagbes bioquimicas e morfolégicas foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo. Nas determinagdes

bioquimicas, a analise de variancia (One-way ANOVA) com o teste de Bonferroni post-
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hoc foram utilizados para comparar as diferencas de densidade oOptica entre quantidades
distintas de DNA aplicadas na membrana para a mesma dose de BrdU. Nas analises
morfoldgicas, o t-teste Student para amostras independentes foi utilizado para comparar
as diferengas entre o grupo exercitado e o grupo nado exercitado. Os dados de
imunohistoquimica foram correlacionados com os dados bioquimicos. As correlacbes
foram efectuadas através do coeficiente de correlagdo de Pearson. O calculo dos dados
foi efectuado pelo software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao

12.0. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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2.3. Resultados

Numa primeira fase serdo apresentados os resultados referentes a metodologia do
Southern-western, seguidos em sequéncia pela apresentagéo dos resultados referentes a

técnica de imunohistoquimica.
A. 1. Resultados referentes a metodologia de South Western

Como se pode verificar pela analise da tabela 1, referente ao grupo ndo exercitado, e
pela observacao da tabela 2, alusiva ao grupo submetido a exercicio fisico, os resultados
mostraram que para todas as doses de BrdU utilizadas, a densidade 6ptica aumentou em
funcdo da quantidade de DNA aplicada na membrana de nitrocelulose. E também visivel
no grupo nao submetido a exercicio fisico (tabela1), que para quantidades baixas (0,2;
0,5 e 1 ug) de DNA aplicadas na membrana e para diferentes doses de BrdU injectadas
nos animais, os valores de densidade éptica (DO) foram muito semelhantes. No mesmo
grupo, constatou-se ainda, que para quantidades mais elevadas de DNA (2 e 5 ug) e
doses distintas de BrdU, os valores de densidade o6ptica (DO) ndo se apresentaram tao
uniformes. No que diz respeito ao grupo submetido a exercicio fisico, foi possivel
observar que para cada uma das quantidades de DNA aplicada na membrana e para
diferentes doses de BrdU, os valores de DO foram bastante semelhantes (tabela 2 e

grafico 1B).

Tabela 1 - valores médios + desvio padrao (DP) de densidade optica do grupo ndo exercitado,
para cada uma das quantidades de DNA aplicadas na membrana de nitrocelulose, em ratinhos que
foram previamente injectados com 5, 10, 20 e 50 mg de bromodeoxiuridina (BrdU)/Kg de peso de
rato.

Densidade 6ptica
5mg BrdU 10 mg BrdU 20 mg BrdU 50mg BrdU
ug de DNA

0,2 0,020+0,025* 0,035+0,023* 0,050+0,032* 0,041+0,027*

0,5 0,151+0,050** 0,184+0,059** 0,132+0,036** 0,149+0,035°
1 0,400+0,0957" 0,443+0,0997F  0,477+0,110 7 0,503+0,157 7

2 1,090+0,224* 1,101+0,253* 1,361+0,153* 1,269+0,222*

5 1,901+0,202 1,631+0,302 1,899+0,269 1,953+0,271

*p<0,05 0,2 ug vs 1,2, 5 pg **p<0,05 0,5 pg vs 2,5 ug 'p<0,05 0,5pugvs 1,2,5ug p<0,05 1 pgvs 2,5 ug * p<0,05
2pngvs5pg
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Tabela 2 - valores médios + desvio padrdo (DP) de densidade 6ptica do grupo submetido a
exercicio fisico, para cada uma das quantidades de DNA aplicadas na membrana de nitrocelulose,
em ratinhos que foram previamente injectados com 5, 10, 20 e 50 mg de bromodeoxiuridina
(BrdU)//Kg de peso de rato.

Densidade 6ptica

5mg BrdU 10 mg BrdU 20 mg BrdU 50mg BrdU
ug de DNA
0,2 0,220+0,008* 0,291+0,001* 0,186+0,001* 0,173+0,002*
0,5 0,556+0,130** 0,614+0,131** 0,553+0,153** 0,519+0,133**
1 1,067+0,198" 1,194+0,178" 1,214+0,294" 1,1430,248"
2 1,627+0,389 1,562+0,229 1,798+0,367 1,698+0,321
5 2,254+0,350 2,127+0,442 2,222+0,289 2,303+0,329

*p<0,05 0,2 pugvs 1,2,5ug **p<0,05 0,5nugvs 1,2,5ug ¥p<0,05 1 pugvs 5pg

Pela analise da figura 1, foi possivel observar que para todas as doses de BrdU
injectadas nos animais, a técnica apresentou pouca sensibilidade para a quantidade de
0,2 png de DNA aplicada na membrana, particularmente no grupo ndo submetido a
exercicio fisico (figura 1A). Verificou-se ainda que o tragado das curvas tendeu a sofrer
um achatamento para quantidades de DNA superiores a 2 ng, sugerindo existir uma

saturagao de sinal para quantidades de DNA iguais ou superiores a 2 ug.

Grupo néo submetido a exercicio . B
A Grupo exercitado

DO
DO

~——@— 5 mg BrdU

100 ——@— 5 mg BrdU
&— 10 mg BrdU ' /4 —&— 10 mg BrdU

/ ——A——20mg BrdU —&— 20 mg BrdU
) 50 mg BrdU 0501 (.“ 50 mg BrdU
NG
P =
X ‘ ‘

5 6

2 3
DNA (ug) DNA (ug)

s
—
——

Figura 1 A,B) Valores médios da densidade ¢ptica (DO) em fungéo da quantidade de DNA para
diferentes doses de BrdU do grupo ndo submetido a exercicio (A) e do grupo exercitado (B)
C,D) Filmes representativos do slot-blot referente a dose de 50 mg de BrdU para as diferentes
quantidades de DNA aplicadas (0,2; 0,5 ;1; 2 e 5 ng) do grupo nao submetido a exercicio (C) e
do grupo exercitado (D).
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Com o intuito de verificar qual a dose mais indicada de BrdU a injectar nos animais, foram
efectuadas curvas logaritmicas de DO em fungdo da quantidade de DNA aplicada na

membrana, tendo sido calculado o seu coeficiente de correlacao.

No grupo nao submetido a exercicio fisico, foram obtidos os coeficientes de correlagéo de
Pearson de 0,8803, 0,8877, 0,8871, e 0,8880 (p<0,05) para as curvas referentes as
doses de 5, 10, 20 e 50 mg de BrdU, respectivamente. No que diz respeito ao grupo
exercitado, os coeficientes de correlagdo calculados foram de 0,8986, 0,9637, 0,9465 e
0,9895 (p<0,05) para as doses de 5, 10, 20 e 50 mg de BrdU, respectivamente (figura 2).

25 - Grupo n&o submetido a exercicio Grupo exercitado B

DO

5 mg BrdU
® 10 mg BrdU
A 20 mg BrdU
50 mg BrdU

DO

@5 mg BrdU
10 mg BrdU
A 20 mg BrdU

50 mg BrdU

DNA (ng) DNA (ng)

Figura 2 A,B) Curvas logaritmicas para os valores médios da densidade 6ptica (DO) versus
quantidade de DNA, referentes as diferentes doses de BrdU aplicadas na membrana para o
grupo nao submetido a exercicio fisico (A) e para o grupo exercitado (B)

Como seria de esperar, o grupo exercitado apresentou valores de DO superiores aos do
grupo nao submetido a exercicio fisico, para a totalidade das doses de BrdU injectadas e
para todas as quantidades de DNA aplicadas na membrana.

Pode-se ainda verificar, através da analise da figura 3, que para todas as doses de BrdU
injectadas nos animais, ocorreu um aumento estatisticamente significativo da DO no

grupo submetido a exercicio fisico comparativamente ao grupo ndo exercitado apenas

para a quantidade de 1 ug de DNA.
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2,5

10 mg BrdU

0O néo exercitado

W exercicio

0,2 0,5 1 2 5
DNA (ug)

50 mg BrdU

O néo exercitado
W exercicio

*

0,2 0,5 1 2 5
DNA (k)

Figura 3 Comparagéo dos valores médios e respectivos desvios padrdo das densidades opticas

(DO) do grupo nao exercitado com o grupo exercitado para as diferentes quantidades de DNA

aplicadas na membrana e para as diferentes doses de bromodeoxiuridina (BrdU).

* p<0,05 exercicio vs ndo exercitado

A.2. Resultados referentes a imunohistoquimica

Tal como seria de esperar, os controlos negativos ndo evidenciaram nucleos marcados

(figura 4). Pelo contrario, os tubulos seminiferos (controlo positivo) apresentaram

espermatogonias e espermatdcitos com nucleos bem marcados (figura 5).
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Figura 4 Fotografia de microscopia éptica de um corte transversal
do musculo gastrocnemius de um animal ndo exercitado injectado
com 10 mg de BrdU e nao sujeito a anticorpo primario (controlo
negativo), onde sédo observadas fibras musculares sem marcacao
de mionucleos ou de nucleos intersticiais (ampliagdo original
625Xx).

Figura 5 Fotografia de microscopia optica de um corte transversal
do tubulo seminifero de um animal do grupo n&o exercitado,
injectado com 5 mg de BrdU. E visivel a incorporagao de BrdU nos
nucleos das espermatogonias e espermatécitos | e Il assim como
em algumas espermatides (ampliagéo original 2500x).

Conforme se pode observar nas figuras 6 e 7, a incorporagado de BrdU nao se restringiu
somente a células satélite mas também a células intersticiais, de origem endotelial e ndo

endotelial. E de salientar que os nucleos localizados na periferia das fibras musculares
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foram entendidos como nucleos de CS, uma vez que os mionucleos das fibras maturas

sdo poés-mitéticos e, como tal, ndo incorporam a BrdU.

Figura 6 Fotografia de microscopia Optica de um corte transversal
do musculo gastrocnemius, de um animal do grupo n&o
exercitado, injectado com 50 mg de BrdU, onde sdo observados
numerosos nucleos marcados no intersticio, de origem endotelial e
nao endotelial, assim como nucleos marcados a periferia de duas
fibras musculares, provavelmente nucleos de células satélite
(ampliagéo original 2500x).

Figura 7 Fotografia de microscopia optica de um corte transversal
do mausculo gastrocnemius de um animal do grupo exercitado,
injectado com 20 mg de BrdU, onde é evidente a grande
quantidade de nudcleos marcados quer no intersticio quer na
periferia das proprias fibras musculares (ampliacéo original 625x).
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Na tabela 3 esta descriminada a percentagem de contribuicdo dos nucleos das células
endoteliais, das células intersticiais, das células satélite e dos nucleos em posigao central
para a totalidade dos nucleos que incorporam BrdU. Como se pode verificar, no grupo
nao exercitado a grande maioria dos nucleos marcados corresponde a células
endoteliais. Pelo contrario, no grupo submetido a exercicio fisico, comparativamente ao
grupo nao exercitado, ocorreu um aumento acentuado de nucleos marcados
correspondendo, quer a células intersticiais ndo endoteliais, quer a células satélite, e um
incremento ligeiro de nucleos marcados em posigao central. Pode-se ainda constatar que
no grupo exercitado, embora a percentagem de células endoteliais marcadas seja

elevada, ocorreu um decréscimo significativo comparativamente ao grupo nao exercitado.

Tabela 3 - valores médios e respectivos desvios padréo (DP) da percentagem de nucleos com
origem endotelial, intersticial ndo endotelial, nas células satélite e em posigao central nas fibras
musculares, relativamente ao total de nucleos que incorporaram bromodeoxiuridina (BrdU), nos
grupos nao exercitado e exercitado, em ratinhos previamente injectados com 50 mg de BrdU/Kg
de peso de rato.

% de nucleos marcados

Células Células Células Nucleos
Endoteliais Intersticiais Satélite Centrais
Grupos
nao exercitado 76,5%6,26 8,8+1,53 8,8+2,62 5,9+3,12
exercitado 42 845,13 * 23,3+4,99 * 22,3+2 87 * 11,6+2,57 *

* p<0,05 exercitado vs ndo exercitado

Para cada uma das quantidades de DNA aplicadas na membrana foi efectuada uma
correlagdo entre o numero de nucleos totais marcados por imunohistoquimica e os
respectivos valores de densidade oOptica obtidos por South Western, para a dose de 50
mg BrdU. Assim, para as quantidades de DNA de 0,2, 0,5, 1, 2 e 5 ug, foram encontrados
os seguintes valores de correlagdo, 0.752, 0.905, 0.918, 0.802, 0.708 (p<0,05),

respectivamente.
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2.4. Discussao

Dada a importancia das células percursoras miogénicas no decurso do desenvolvimento
e da regeneracdo muscular, varias metodologias tém sido desenvolvidas com o intuito de
identificar este tipo celular (para refs ver Lawson-Smith e McGeachie 1998). No entanto,
de acordo com a literatura, a técnica de imunohistoquimica com recurso a utilizacdo da
BrdU tem sido, notoriamente, a mais utilizada (Hurme e Kalimo 1992; Schultz et al. 1994;
Wehrle et al. 1994; Brotchie et al. 1995; Carson e Alway 1996; Dupont-Versteegden et al.
1999; Schmalbruch e Lewis 2000; Smith et al. 2001) e, por esta razdo, foi por nos
escolhida como técnica critério, tendo os seus resultados sido usados como padrao de
comparagao. Sendo esta técnica morosa, nomeadamente no que diz respeito ao
processamento das amostras, requerendo a elaboragao de muitos cortes para se ter uma
nogao abrangente e representativa da totalidade do tecido, neste trabalho experimental
utilizamos uma metodologia mais célere, que nos permitisse analisar o comportamento
das células percursoras miogénicas na globalidade do tecido muscular, i.e. a técnica de
South Western. Esta técnica foi recentemente aplicada para semi-quantificar células em
proliferacdo quer em organismos multicelulares (Knobloch et al. 2002) quer no tecido
cerebral (Moore et al. 2002). No entanto, do nosso conhecimento, nao foi ainda utilizada
no tecido muscular esquelético e por isso, foi necessario testar as condicbes mais
adequadas para marcar células em proliferacdo, nomeadamente no que diz respeito a
quantidade de DNA aplicada na membrana de nitrocelulose e a dose de BrdU injectada

nos animais.

Nos trabalhos experimentais anteriormente referidos (Knobloch et al. 2002; Moore et al.
2002) que recorreram a esta técnica para marcar células em proliferacdo, as quantidades
de DNA aplicadas na membrana foram de 0,5ug e de 20 ug respectivamente, ou seja
muito distintas entre si; no entanto, verificamos no presente estudo que, no caso do
musculo esquelético, as quantidades mais adequadas a aplicar na membrana se situam
entre 0,2 e 5 ug de DNA.

Pela analise dos diversos trabalhos experimentais que recorreram a imunohistoquimica e
que utilizaram como marcador de células em proliferagdo a BrdU, previamente injectada
i.p, verificAmos que o espectro de doses de BrdU utilizado variava entre 5 e 150 mg/kg de
peso de rato (McCormick e Thomas 1992; Schultz et al. 1994; Jacobs et al. 1996; Schultz
1996; McLoon et al. 1998; Smith et al. 2001; Fernandez et al. 2002; Tamaki et al. 2002).
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Adicionalmente, verificdamos que no trabalho desenvolvido por Moore et al. (2002) com
recurso a técnica de South Western foi administrada a quantidade de 10 mg de BrdU/Kg
de peso de rato para distinguir células mitoticamente activas em cérebro de ratos sujeitos
a isquemia/reperfusdo. Desta forma, optamos por injectar os animais com doses de BrdU
ligeiramente superiores e inferiores a 10 mg de BrdU/Kg, i.e., entre 5mg e 50mg de

BrdU/kg de peso de animal.

A analise global dos resultados obtidos no presente estudo demonstrou que
relativamente a quantidade de DNA aplicada na membrana, a densidade Ooptica
relacionou-se de forma directa com o incremento da quantidade de DNA, para todas as
doses de BrdU injectadas nos animais, quer no grupo nao submetido a exercicio fisico,
quer no grupo exercitado. Uma vez que a BrdU pode ser incorporada no DNA por
substituicao da timidina trifosfato, identificando assim as células durante a fase S do ciclo
celular (Mozdziak et al. 2000), o aumento da quantidade de amostra de DNA aplicada
resulta, como seria de esperar, numa ampliagao do sinal obtido. Contudo, pela analise do
tragado das curvas apresentadas na figura 1A, para as varias doses de BrdU injectadas,
verificamos que este aumento da densidade o6ptica ndo é linear. De facto, pudemos
constatar que para quantidades baixas de DNA aplicado na membrana, tais como 0,2 ug,
esta metodologia mostrou-se pouco sensivel, particularmente no grupo ndo submetido a
exercicio fisico, e que para quantidades superiores a 2 ug tendia a ocorrer saturagéo de
sinal levando a um achatamento do tragado das curvas. Assim, pelos resultados obtidos
no nosso estudo, é possivel verificar que as quantidades mais adequadas de DNA a

aplicar na membrana, se devem situar entre 0,5 e 2 ug.

Com o objectivo de analisar qual a dose de BrdU mais indicada para injectar nos animais,
foram construidas curvas logaritmicas de quantidade de DNA em fun¢édo da densidade
Optica, para as varias doses injectadas deste composto, e procedeu-se ao calculo dos
respectivos coeficientes de correlagdo. Pela analise, quer do tragado das curvas (figura
2), quer dos respectivos coeficientes de correlagdo, pudemos constatar que as diferentes
doses de BrdU injectadas nos animais parecem ter efeitos analogos na marcagao de
células mitoticamente activas. Os resultados obtidos no nosso estudo vao de encontro a
outros referidos na literatura, uma vez que, como ja foi referido anteriormente, nos
diversos trabalhos experimentais que recorreram a imunohistoquimica com o intuito de
marcar células em proliferagao através da BrdU (Carson e Alway 1996; Phelan e Gonyea

1997; Mozdziak et al. 2001; Alway et al. 2003), foram usadas doses distintas deste
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composto com 0 mesmo objectivo. Neste caso, e uma vez que temos de escolher uma
das doses de BrdU para injectar nos animais nos estudos seguintes, optamos pela mais
elevada, ou seja, por 50mg de BrdU/Kg de rato. De acordo com a bibliografia consultada,
esta dose de BrdU é das mais utilizadas (McLoon et al. 1998; Himms-Hagen et al. 2000;
Smith et al. 2001; Fernandez et al. 2002; McLoon et al. 2004) e, adicionalmente, fornece-

nos mais garantias na marcagao de um maior numero de células em proliferagéo.

Importa, no entanto, salientar que embora varios dos trabalhos experimentais efectuados
utilizem a imunohistoquimica com incorporacdo de BrdU com a finalidade de marcar
células stem, este composto ndo marca exclusivamente este tipo de células, mas
também fibroblastos, células endoteliais e algumas células inflamatodrias, (Lawson-Smith
e McGeachie 1998), ou seja todas as células que estejam em proliferagcdo, mas também
as suas descendentes. Efectivamente, os dados por nos obtidos e referentes a
imunohistoquimica, mostram claramente que a incorporagao da BrdU n&o é exclusiva de
células stem, e como tal, ndo devera ser utilizada como marcador especifico deste tipo de
células, mas sim como um marcador geral de proliferagado celular. Na analise qualitativa
obtida por imunohistoquimica, é evidente a incorporacdo de BrdU por nucleos de varios
tipos celulares. No grupo ndo submetido a exercicio fisico, e como se pode observar na
figura 6, foi notéria a marcagdo de células sobretudo no espaco intersticial, de origem
endotelial e ndo endotelial, embora se tenha verificado também, alguma marcagao de
células satélite. De forma idéntica, com a metodologia de South Western, o grupo nao
exercitado apresentou marcacdo devido a incorporagdao de BrdU, e o sinal obtido
aumentou com a quantidade de DNA aplicada na membrana de nitrocelulose. No caso de
a BrdU ser incorporada apenas por células satélite, o sinal de densidade 6ptica obtido no
grupo ndo exercitado deveria ser muito baixo, o que n&o sucedeu, sobretudo para as
quantidades mais elevadas de DNA aplicadas.

Assim sendo, a marcagao de células em proliferagdo observada nos musculos dos
animais pertencentes ao grupo nao exercitado, parece resultar sobretudo da presenga de
células intersticiais de origem endotelial, como se pode verificar da analise quantitativa
obtida por imunohistoquimica (tabela 3)

No que diz respeito ao grupo submetido a exercicio fisico, os resultados do nosso estudo,
referentes a imunohistoquimica, mostraram uma acentuada marcacdo de células em
proliferacdo, como é evidenciada pela analise da figura 7. A analise quantitativa obtida
por esta técnica (tabela 3), revelou ainda que no grupo exercitado, por comparagao com

0 grupo nao submetido a exercicio fisico, ocorreu um aumento acentuado na marcagao
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de nucleos de células satélite e de células intersticiais de origem nao endotelial, um
incremento de nucleos marcados em posicdo central e um decréscimo de células
endoteliais que incorporaram a BrdU. Através da metodologia de South Western, também
verificdmos que a magnitude do sinal obtido no grupo exercitado aumentou em todo o
espectro de DNA aplicado na membrana, comparativamente ao grupo nao exercitado.
Neste grupo experimental, os animais foram submetidos a um protocolo de exercicio
fisico com grande contribuicdo de contracgdes excéntricas, o qual produz lesdo
localizada das miofibras a varios niveis (Darr e Schultz 1987; Appell et al. 1992; Smith et
al. 2001; Armand et al. 2003). Assim sendo, a lesdo induzida neste grupo experimental
tera conduzido a libertacdo de factores de crescimento, ou de outros mediadores locais,
pela fibra danificada, os quais sdo responsaveis pela migracao e activacao inicial das CS
(Bischoff 1997; Villena e Brandan 2004). Também a inducdo da resposta inflamatéria,
motivada pelo exercicio excéntrico, podera resultar na libertagao adicional de factores de
crescimento e de citocinas, contribuindo, de igual forma, para a activacao, deste tipo de
células percursoras miogénicas e de outros tipos celulares (Chambers e McDermott
1996; Husmann et al. 1996; Carlson 2001; Hawke e Garry 2001). Desta forma,
verificdmos que no grupo exercitado, comparativamente ao grupo ndo submetido a
exercicio fisico, ocorreu um aumento de densidade o6ptica para todas as quantidades de
DNA utilizadas (figura 3). Uma vez que na metodologia de South Western, o sinal obtido
fornece-nos informacdo do numero total de células marcadas, recorremos a
imunohistoquimica para verificar qual o tipo de células que incorporaram a BrdU. Assim,
pela analise quantitativa efectuada através da contagem descriminada de ndcleos que
incorporaram BrdU, verificdAmos que os animais submetidos a exercicio fisico, em
comparagao com os nao exercitados, apresentavam nao s6 um maior numero de nucleos
marcados referentes a CS, mas também a células presentes no espaco intersticial de
origem sobretudo nao endotelial, provavelmente fibroblastos. A libertacdo de factores de
crescimento e de outros mediadores, quer pelas fibras lesadas, quer pelas células
inflamatoérias, podera assim, explicar o aumento da actividade proliferativa dos tipos

celulares anteriormente referidos.

Desta forma, pela analise qualitativa mas sobretudo quantitativa dos resultados obtidos
por imunohistoquimica, esperariamos que as diferencas de densidade 6ptica, obtidas por
South Western, entre o grupo exercitado e o grupo ndo submetido a exercicio fisico,
fossem superiores. Contudo, pela andlise dos resultados (figura 3), pudemos constatar

que para todas as doses de BrdU injectadas nos animais, apenas para a quantidade de 1
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ug de DNA aplicada na membrana o aumento é acentuado e estatisticamente significativo
comparativamente ao grupo nao submetido a exercicio fisico. Adicionalmente, pudemos
verificar que as diferencas de densidade éptica do grupo exercitado em relagdo ao grupo
nao submetido a exercicio, para as quantidades de 2 pg e particularmente de 5 ug de
DNA aplicado sao pouco acentuadas. De facto, como ja foi referido anteriormente, os
sinais obtidos para estas duas quantidades de DNA aplicadas na membrana, sobretudo
no grupo exercitado, apresentavam caracteristicas de saturagdo e, como tal, as
diferencas entre os dois grupos foram mais ténues. Desta forma, na metodologia de

South Western, a quantidade de DNA aplicada na membrana devera ser de 1 pug.

Com o intuito de verificar, se a técnica de South Western poderia constituir alternativa a
imunohistoquimica na marcacao de células em proliferacao, foram efectuadas curvas de
correlacdo para as diferentes quantidades de DNA aplicadas na membrana, entre a
totalidade de nucleos marcados por imunohistoquimica e os valores de densidade 6éptica,
obtidos pela técnica de South Western. Através do calculo dos respectivos coeficientes de
correlagao, verificamos que, para todas as quantidades de DNA aplicadas na membrana,
mas em particular para a quantidade de 1 pug, existe uma correlagdo elevada e

significativa entre as duas metodologias.

Os resultados deste estudo mostram que a metodologia de South Western é uma técnica
simples e eficaz na marcagado de células em proliferacdo, nomeadamente de células
satélite. Uma vez que os resultados da metodologia de South Western apresentaram uma
boa correlagcdo com os resultados obtidos com a imunohistoquimica parece-nos que esta
técnica, por nés adaptada ao tecido muscular, podera representar uma alternativa

adequada na deteccao de células mitoticamente activas.
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lll. Regeneracdo muscular esquelética

3.1. Reviséao da literatura
3.1.1. Aspectos morfolégicos e moleculares associados a regeneracao

muscular.

A nocdo de que o musculo esquelético apresentava uma baixa capacidade regenerativa
persistiu por varias décadas na literatura. No entanto, com as demonstra¢cées pioneiras
de Studitsky (para refs ver Carlson 2003) de que um musculo esquelético podia regenerar
sobre determinadas condi¢des, e com a descoberta das células satélite, por Mauro em
meados do século XX (Mauro 1961), o processo de regeneragdo muscular tornou-se um
tema cientifico de relevo.

Actualmente, varios investigadores tém focado a sua atencdo nos mecanismos que
regulam o crescimento e a regeneracdo muscular esquelética. Estes temas sdo de
grande interesse cientifico e clinico, uma vez que a manipulacdo terapéutica dos

mecanismos subjacentes ao crescimento e a regeneracdo muscular pode melhorar a
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gualidade de vida de individuos com patologias, tais como a distrofia muscular (Charge e
Rudnicki 2004).

Em condi¢cBes metabdlicas basais, o0 musculo esquelético € um tecido com baixo turnover
de nucleos. Pequenas agressdes ocorrem no dia a dia, desencadeando apenas uma
pequena renovacao dos constituintes das fibras musculares (Charge e Rudnicki 2004).
De facto, no musculo de rato adulto, somente cerca de 1-2% de mionucleos s&o
substituidos por semana (Schmalbruch e Lewis 2000). Contudo, o tecido muscular
esquelético é frequentemente sujeito a varios tipos de agressbes, desencadeando
severas lesbes neste tecido. Nestas circunstancias, e embora o tecido muscular
esquelético seja um tecido diferenciado, ele é capaz de uma rapida e completa
regeneracdo (Chen e Goldhamer 2003). Essa capacidade regenerativa tem sido
principalmente atribuida as células satélite (Goldring et al. 2002; Shefer et al. 2002; Chen

e Goldhamer 2003; Partridge 2003).

A regeneragdo muscular esquelética € um processo complexo que requer a interacgao
coordenada de células precursoras miogénicas, factores de crescimento, componentes
inflamatorios e de componentes vasculares (Goetsch et al. 2003). A regeneragdo
muscular esquelética pode ser induzida in vivo apds a aplicacdo de um agente agressor
mecanico, quimico ou térmico e a sequéncia de eventos celulares e moleculares que
ocorrem durante a regeneracdo tem sido bem caracterizada no muasculo inteiro (Esser e
White 1995). Em termos globais, apdés um estimulo nocivo, a fibra muscular lesada
incorre, em primeiro lugar, numa fase de degeneracgdo intrinseca, seguida de uma fase
de degeneracdo extrinseca e, finalmente, numa fase de regeneracdo muscular (Carlson
2003).

A fase de degeneracdo intrinseca é frequentemente iniciada pela perda de funcionalidade
do sarcolema e, consequente, pelo aumento da permeabilidade das fibras musculares
(Carlson 2003). Nestas circunstancias de perda de funcionalidade do sarcolema, o
aumento de fluxo de calcio para o interior da fibra resulta na perda da homeostasia a este
ido e no aumento da actividade de diversas proteases dependentes de calcio, induzindo
degeneracdo tecidual (Charge e Rudnicki 2004). As calpainas, por exemplo, s&o
proteases neutras activadas pelo célcio, que estdo implicadas neste processo, e que sao
associadas aos processos iniciais de degeneragdo ocorridos nos sarcoémeros musculares

(Zimowska et al. 2001), danificando proteinas miofibrilares e proteinas do citoesqueleto
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(Sultan et al. 2000). De facto, estudos in vitro demonstraram que as calpainas podem
danificar um grande namero de constituintes miofibrilares, entre os quais a proteina C, a
troponina | e T e a tropomiosina, os quais desempenham um papel determinante na
estabilidade dos filamentos finos e espessos do sarcomero (para refs ver Goli et al.
2002). De forma idéntica, varias proteinas do citoesqueleto, tais como, a talina, a
espectrina, a desmina e a vimentina, sdo rapidamente danificadas por accédo das
calpainas (Saido et al. 1994; Belcastro et al. 1998; Huang e Forsberg 1998).
Efectivamente, varios estudos (Ebbeling e Clarkson 1989; Sultan et al. 2000; Farges et al.
2002) sugerem que as alteracdes degenerativas observadas logo apds lesdo ocorrem
através de uma via nao lisossomal, conferindo as calpainas um papel fundamental nesse
processo.

No musculo esquelético, as calpainas localizam-se preferencialmente na proximidade das
linhas Z e, em menor quantidade, na banda | (Belcastro et al. 1998; Goli et al. 2002).
Desta forma, e como resultado da accdo destas enzimas proteoliticas, ocorre uma
progressiva disrupcéo da linha Z, com subsequente libertagéo dos filamentos de actina e
de miosina para a superficie da miofibrila, ocorrendo também producdo de numerosos
fragmentos de desmina, neblina e de outros substractos das calpainas (Ebbeling e
Clarkson 1989). Para além da activacdo de proteases neutras como as calpainas, a
perda de homeostasia ao ido célcio promove outros processos de autodegradacao celular
como a activacdo da fosfolipase A2 a qual, consequentemente, afecta a integridade e
estabilidade das membranas celulares (Armstrong et al. 1991; Duarte et al. 1992).
Adicionalmente, o incremento na concentracdo de célcio sarcoplasmatico pode também
desencadear a sua acumulagdo no interior da mitocondria, o que podera induzir
desacoplacado da fosforilacdo oxidativa com consequente diminuicdo na taxa de sintese
de ATP. Assim, a capacidade da célula em produzir energia podera afectar as bombas
dependentes de ATP existentes em todas as membranas celulares (Ebbeling e Clarkson
1989; Kuipers 1994).

Desta forma, a desregularédo do gradiente i6nico de calcio conduz a perda da viabilidade
da fibra muscular, associada a uma série de alteragBes estruturais e ultra-estruturais que

podem ser visualizadas, quer por microscopia 6ptica, quer por microscopia electrénica.
Ap6s um estimulo lesivo, sinais de degeneragdo muscular, tais como, disrup¢do da

arquitectura dos sarcomeros, vacuolizagdo sarcoplasmética e a presenga de nucleos

picnéticos, podem ser observados com recurso a microscopia optica (Winchester e
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Gonyea 1992; Rushton et al. 1997). Minamoto et al. (1999), utilizando como modelo de
inducdo de lesdo o esmagamento muscular, observaram a presenca de miofibras
hipercontraidas, infiltragcdo celular e areas claras entre as fibras musculares, um dia apos
o trauma.

As alteracBes das fibras lesadas apds um estimulo lesivo, podem ser identificadas de
uma forma mais minuciosa através da utilizacdo da microscopia electrénica. Este tipo de
alteracBes observadas no tecido muscular tem sido descrito em diferentes modelos
experimentais de inducédo de lesdo (Newham et al. 1983; Gibala et al. 1995; Friden e
Lieber 1998; Roth et al. 1999; Roth et al. 2000) e incluem a degeneracdo e a extensao
das linhas Z para as bandas | adjacentes, o swelling da mitocdndria e do reticulo
sarcoplasmatico, a disrupcdo da arquitectura dos sarcémeros, o aumento do espaco
interfibrilar e a lesédo do sarcolema (Ebbeling e Clarkson 1989; Phillips e Knighton 1990;
Appell et al. 1992; McCutcheon et al. 1992; Friden e Lieber 1998; Magaudda et al. 2004).

A fase de degeneracdo intrinseca € seguida por uma segunda fase de degeneracgéo, a
fase de degeneracdo extrinseca, mediada por uma resposta inflamatéria com invaséo de
células do sistema imunolégico (Carlson 2001). Os neutréfilos séo as primeiras células a
invadir o musculo lesado, estando descrito um aumento significativo do seu numero 1-6
horas apés o final do exercicio ou, por exemplo, da injeccdo de miotoxina (para refs ver
Charge e Rudnicki 2004). A mieloperoxidase (MPO), principalmente armazenada nos
granulos azurofilos dos neutréfilos, tem sido frequentemente utilizada como marcador
indirecto da presenca deste tipo de células inflamatérias (Suzuki et al. 1996; Brickson et
al. 2001; Kyriakides et al. 2001).

Doze a quarenta e oito horas ap6s a lesdo e ap6s infiltracdo de células
polimorfonucleadas, os mondcitos/macréfagos tornam-se predominantes nos tecidos
lesados (Merly et al. 1999; Seale e Rudnicki 2000; Charge e Rudnicki 2004). Os
macréfagos infiltrados na area lesada, fagocitam os detritos celulares das fibras
musculares lesadas e, segundo Leufaucheur e Sébbille (1995), apresentam 0 seu pico
maximo de actividade nos 3° e 4° dias apés a lesado. Este influxo de leucdcitos parece ser
estimulado pela libertacdo de diversos factores de crescimento associados com a lesdo
da matriz extracelular, tais como, o factor de crescimento fibroblastico (FGF) e o factor de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF) (Carlson 2001). Esta invaséo leucocitaria
dos musculos agredidos, caracterizada pela elevada actividade fagocitica, pela activa¢éo
e exocitose de enzimas proteoliticas e pela producdo acrescida de espécies reactivas de

oxigénio (EROs), contribui para o aumento do catabolismo proteico, remog&o do tecido
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lesado e estimulacdo do processo de regeneracdo muscular (Armstrong et al. 1991;
Duarte et al. 1994; Gleeson et al. 1995; Pizza et al. 2001; Pizza et al. 2002).
Efectivamente, para além de fagocitarem as células ou detritos celulares que sofreram
necrose, os macrofagos secretam uma variedade de factores de crescimento [FGF, TGF-
B (factor de crescimento transformador B); LIF (factor inibidor leucémico) e interleucinas]
gque activam as células satélite (Lefaucheur e Sebille 1995; Seale e Rudnicki 2000; Vierck
et al. 2000). O papel desempenhado pelos mondcitos/macréfagos durante o processo
regenerativo é suportado pela observacdo de que a regeneracdo € marcadamente
diminuida na auséncia de infiltracdo por este tipo de células inflamatérias (Seale e
Rudnicki 2000).

A necrose das fibras musculares e 0 aumento do niamero de células ndo musculares
dentro da area lesada parecem, assim, constituir-se como as principais caracteristicas
histologicas dos eventos iniciais apés lesdo (Charge e Rudnicki 2004). Simultaneamente,
com o pico de invasdo dos mondcitos/macrofagos, ocorre a maior fase de activagéo e
proliferagdo de células satélite (Phillips e Knighton 1990; Carlson 2001). No entanto, e
embora a natureza exacta do processo de sinalizacdo que determina o momento em que
as CS se tornam activas ainda ndo esteja completamente esclarecida (Allen et al. 1999),
parece que a sintese de factores de crescimento tém grande influéncia neste processo
(Villena e Brandan 2004). De facto, varios estudos (Bischoff 1990; Merly et al. 1999;
Hawke e Garry 2001; Villena e Brandan 2004; Zhao e Hoffman 2004) tém demonstrado
que os factores de crescimento libertados, quer pelas fibras danificadas, quer pelos
mondcitos/macréfagos, durante o processo fagocitico, tém um papel determinante na
proliferacdo e na diferenciacdo das CS. Estes pequenos péptidos, ao ligarem-se a
receptores de membrana e ao activarem mdultiplas vias de sinalizagdo, parecem
influenciar as varias etapas do crescimento e desenvolvimento das células (Menetrey et
al. 2000).

A maioria dos estudos que examinam o efeito dos factores de crescimento no
comportamento das CS tem utilizado culturas de células satélite (Allen e Rankin 1990).
Neste sentido, estudos in vitro utilizando factores de crescimento verificaram que estes
factores actuam em diferentes etapas do processo de regeneragdo muscular. Por
exemplo, os factores de crescimento IGF-I e IGF-Il estimulam a proliferacdo e a sua
diferenciacdo em miotubulos (Hawke e Garry 2001). O papel do IGF-I durante o processo
regenerativo é suportado por estudos onde a infusdo directa deste factor de crescimento

no musculo de rato, conduz a um aumento da massa muscular, resultante do incremento
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do conteudo proteico e de DNA muscular (Adams e Haddad 1996; Adams e McCue 1998;
Chakravarthy et al. 2000). Outros factores de crescimento, como o HGF e FGF, para
além de estimularem as CS quiescentes a entrarem em ciclo celular, inibem a sua
diferenciacdo (Chen e Goldhamer 2003; Charge e Rudnicki 2004). Estes ultimos podem
ser libertados na matrix extracelular apos lesdo da lamina basal e tém um papel
determinante nas fases iniciais do processo regenerativo (Merly et al. 1999; Zhao e
Hoffman 2004). No caso particular do HGF, sabe-se que, para além de induzir a
proliferacdo das CS, funciona também como agente quimiotatico para este tipo celular
(Bischoff 1997; Vierck et al. 2000). O factor de crescimento TGF-§, por seu lado, parece
ter um papel importante na regulacéo do crescimento celular. Efectivamente, os membros
da familia TGF-B controlam a actividade mioblastica inibindo, quer a sua proliferacéo,
guer a sua diferenciacdo. O efeito inibitério deste factor de crescimento no crescimento
muscular tem sido demonstrado em diversos estudos com ratos Knockout TGF-f. De
facto, os animais sujeitos a esta mutacdo genética exibem sistematicamente evidéncias

claras de hipertrofia e hiperplasia (McPherron e Lee 1997).

Adicionalmente, diversos estudos in vitro e in vivo tém evidenciado a importancia dos
factores IL-6 (interleucina 6) e LIF no processo regenerativo do tecido muscular
esquelético (Kurek et al. 1997; Kurek et al. 1998; Gregorevic et al. 2002). A citocina LIF
estimula a proliferacdo dos mioblastos em cultura, mas n&do afecta a sua diferenciacdo e
fuséo (para refs ver Charge e Rudnicki 2004). A regeneracdo muscular esquelética apés
lesdo é atenuada em ratos com mutacdo no gene que codifica para a LIF, enquanto que
a administracao exogena de LIF estimula o processo regenerativo (Kurek et al. 1997). Por
seu lado, embora a IL-6 promova a estimulagéo de mioblastos in vitro, quando injectada
em musculos lesados ndo desencadeia 0 processo regenerativo, parecendo estimular
apenas células ndo musculares, como por exemplo os fibroblastos adjacentes a fibra
muscular (Kurek et al. 1998). Adicionalmente, o papel da IL-6 na regeneragdo muscular
parece estar igualmente associado com o envolvimento de respostas imunolégicas e de
reaccdes de fase aguda (Kurek et al. 1998).

Assim sendo, entre os diversos factores de crescimento mais importantes na estimulacao
das CS, parecem encontrar-se 0 HGF, FGF, PDGF, LIF, IGFI e IGFII. Como foi referido
anteriormente, muitos dos factores de crescimento que estimulam a proliferagédo inibem a
diferenciacdo das fibras musculares, prolongando assim o tempo durante o qual séo

recrutadas células precursoras miogénicas (Carlson 2001).
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De forma a participarem no processo regenerativo, as CS tem de ser capazes de migrar.
Existem evidéncias da migracdo das CS para a area danificada (Maley et al. 1995) em
resposta a gradientes de concentragdo de varios factores soluveis libertados durante a
lesdo muscular (Allen et al. 1999). Os factores de crescimento HGF e TGF 3 exibem uma
actividade quimiotatica significativa (Bischoff 1997), podendo ter um papel relevante na

migracdo das CS em direccdo ao musculo danificado.

Como resultado da libertagéo de factores de crescimento quer pelas fibras lesadas, quer
pelos macrofagos, as CS tornam-se mitoticamente activas dois dias apos a lesao inicial e
0 aumento de sua actividade proliferativa continua por mais de 10 dias (Esser e White
1995). Segundo Hawke e Garry (2001), as CS comegam a tornar-se activas 6 horas apos
lesdo induzida com cardiotoxina, ocorrendo 0 seu pico maximo de activagdo nos 2 a 3
dias posteriores a inducdo de lesdo. Kirk et al. (2000) referem que as células
mononucleares, englobando as CS e as células responséveis pela fagocitose, sdo mais
numerosas entre os dias 1 e 5 ap0s injeccdo com notoxina e encontram-se presentes no
espaco intersticial e no interior das fibras danificadas. Importa ainda salientar que a
activacdo das CS ndo é restrita apenas ao local da lesdo, uma vez que a lesdo numa
extremidade de uma fibra, parece activar as CS existentes ao longo de toda essa fibra
(Schultz 1989). Adicionalmente, se o estimulo que provoca a leséo for perpendicular a
direccao das miofibras, algumas CS séo capazes de atravessar a membrana basal das
miofibras ndo danificadas e de migrar transversalmente para o local da lesao (Bischoff
1997). Efectivamente, as CS expressam varias proteases capazes de degradar a
membrana basal, facilitando, assim, o seu deslocamento para a area lesada (Allen et al.
1999). As CS séo também capazes de se mover entre musculos adjacentes quando

ocorre ruptura do tecido conjuntivo (Bischoff 1997).

Simultaneamente & activacdo das CS, os fibroblastos comecam a proliferar e iniciam a
producdo de colagénio, restaurando o tecido conjuntivo danificado (Menetrey et al. 2000).
Nos casos de lesdo extensa, os fibroblastos proliferam rapidamente, levando a formagéo
de um tecido denso de cicatrizagdo, impedindo a regeneracdo completa do tecido

muscular danificado (Peng e Huard 2004).
A seguir ao periodo de proliferacdo, as CS abandonam o ciclo celular, migram e

comecam a fundir-se entre si ou com as fibras musculares adjacentes, originando

miotUbulos multinucleados (Armand et al. 2003; Carlson 2003). Trés ou quatro dias ap6s
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a lesdo comecam a surgir os primeiros miotubulos multinucleados aumentando o seu
namero acentuadamente até ao décimo dia (Chambers e McDermott 1996). Este
processo de diferenciacdo celular é promovido pelo IGF-1 e por factores reguladores
miogénicos, tais como a Miogenina (Carlson 2001). Apoés a diferenciacdo, as novas fibras
formadas sdo de pequeno calibre e possuem nucleos centrais (Goetsch et al. 2003).
Estas miofibras sdo basdfilas, reflectindo a elevada sintese proteica, sobretudo de
proteinas contracteis tipicas do periodo embrionario (Charge e Rudnicki 2004). De facto,
segundo Keller et al. (1999), 10 dias apés leséo induzida pela realizacdo de exercicio
excéntrico, mais de 10% das fibras exibem nulcleos centrais e expressam isoformas de
miosinas de cadeia pesada (MHC) tipicas do periodo embrionario. De forma idéntica,
Whalen et al. (1990) detectaram formas de MHC embrionarias e neonatais entre o
terceiro e o décimo quarto dia apos injeccao de toxinas no musculo soleus.

No que diz respeito a expressao de proteinas contracteis durante 0 processo
regenerativo, importa salientar que esta é similar & que ocorre durante o desenvolvimento
muscular (Esser e White 1995). Assim sendo, as fibras regeneradas repetem a sequéncia
de transi¢des de isoformas que ocorrem no musculo embrionario, i.e., apés a expressao
inicial de MHC embrionarias e de MHC neonatais pelos miotubulos jovens ocorre a
expressdo de MHC adultas pelas fibras musculares maduras (Carlson 2001). As
propriedades contracteis do musculo reflectem esta sequéncia de transformagfes
bioguimicas. De facto, num musculo recém regenerado a velocidade de contraccédo é
mais lenta, correspondendo a um alto conteddo em MHC embriondria. A transicdo para
as isoformas de MHC adultas resulta num aumento da velocidade de contraccdo das

fibras musculares (Carlson 2001).

Com o amadurecimento das fibras musculares, estas aumentam de tamanho e os seus
mionucleos comecam a migrar para a periferia celular (Phillips e Knighton 1990; Charge e
Rudnicki 2004). No caso de a lesédo afectar a enervagcdo das fibras musculares, a
completa maturacdo estrutural e funcional do musculo regenerado requer a sua re-
enervacao, jA que na auséncia de enervacdo, dependendo das espécies, as fibras
musculares regeneradas sofrem atrofia (Carlson 2003).

Na maioria dos casos em que 0 processo regenerativo se desenvolve com normalidade,
0 musculo regenerado é morfolégica e funcionalmente semelhante ao musculo nao

danificado.
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Embora seja consensual que os eventos degenerativos que ocorrem logo ap6s um
estimulo lesivo sejam atribuidos a fenomenos de necrose, a apoptose parece também
desempenhar um papel importante na eliminagdo de alguns tipos de células presentes no
musculo esquelético, em determinadas etapas da regeneragdo muscular.

As caracteristicas morfolégicas de uma célula apoptotica variam consideravelmente das
de uma célula em necrose. Na necrose, a lesdo da membrana plasmética origina extensa
tumefaccdo e lise celular. O processo de necrose € acompanhado por perda de
viabilidade de organelos chave, como as mitocondrias, 0 que desencadeia deplecédo de
ATP celular. Adicionalmente, este processo esta associado a uma resposta inflamatoria
intensa, necessaria para a remocgdo dos detritos celulares (Primeau et al. 2002). Em
contraste, as caracteristicas morfolégicas associadas ao processo apoptético incluem a
desintegracdo da célula em corpos apoptoéticos, contendo organelos intactos, que
posteriormente serdo removidos pelas células circundantes por fagocitose, sem
intervencao de resposta inflamatéria (Sandri et al. 1999; Primeau et al. 2002; Adhihetty e
Hood 2003; Lawen 2003; Rizzuto et al. 2003). Assim, durante o processo apoptotico, as
células que sdo destinadas a morrer, sdo removidas sem comprometer a integridade das

células circundantes pelo processo de degeneracao extrinseca.

Uma grande variedade de sinais externos e internos regulam a expressao dos genes que
controlam a apoptose (Phaneuf e Leeuwenburgh 2001). Desta forma, o processo
apoptatico pode ser induzido por duas vias principais de sinalizacdo: a via extrinseca, por
activacdo de “receptores de morte” localizados na membrana plasmatica, e a via
intrinseca, que tem origem na mitocondria (Primeau et al. 2002; Adhihetty e Hood 2003).
Ambas as vias de sinalizacdo convergem na activacdo de enzimas proteoliticas
especificas (caspases) responsaveis pela degradacdo de alvos citoplasmaticos e
nucleares, desencadeando as alteracdes estruturais observadas no processo apoptético
(Lawen 2003).

A apoptose é um processo activo que permite o desenvolvimento normal e a homeostasia
de um tecido através da eliminagéo de células ndo desejaveis ou danificadas (Niinobu et
al. 2000; Ruest et al. 2002b; Shiokawa et al. 2002; Yuan et al. 2002; Adhihetty e Hood
2003). Efectivamente, o processo apoptético decorrente do desenvolvimento muscular é
considerado essencial para eliminar células com anomalias ou que foram danificadas
durante o processo de diferenciac@o (Shiokawa et al. 2002). Nos mamiferos, incluindo os

humanos, durante as fases iniciais do desenvolvimento muscular, mais de 40% das
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células séo eliminadas por apoptose (Podhorska-Okolow et al. 1998). A apoptose de
mioblastos é um processo fisiolégico que ocorre durante a miogénese e durante a
regeneracdo muscular, desempenhando uma funcdo importante na remocdo dos
mioblastos que se encontram em excesso (Dee et al. 2002). Durante o desenvolvimento
muscular, um conjunto de mioblastos em proliferacdo abandona o ciclo celular diferencia-
se e torna-se resistente a apoptose, enquanto que uma grande quantidade destas células
percursoras é eliminada por este processo (Kamradt et al. 2002). Desta forma, a
capacidade de escapar ao processo apoptotico parece estar associada com a saida do
ciclo celular e com a estabilizacdo num estado pés-mitético, o que requer uma sobre-
regulacdo do inibidor das Cdks (p21) e a hipofosforilacdo da pRb. (Kamradt et al. 2002;
Ruest et al. 2002b; Shiokawa et al. 2002; Shen et al. 2003). Efectivamente, os mioblastos
ap0s diferenciacdo expressam miogenina e p21 e apresentam resisténcia ao processo
apoptético (Shiokawa et al. 2002). Em adigéo, estudos recentes (para refs ver Kamradt et
al. 2002) demonstraram que a sobre-expressdo da serina-treonina cinase (Akt) parece
proteger os mioblastos da apoptose durante o processo de miogénese. Segundo
Dominov et al. (1998), também a expresséo da proteina anti-apoptotica Bcl-2, identificada
nas fases iniciais da miogénese, inibe este processo de morte celular e,
concomitantemente, promove a proliferagdo celular. Estes autores sugerem que a
expressao de Bcl-2 é importante para a longa sobrevivéncia das células percursoras

musculares e para o processo de regeneracdo muscular.

Embora exista uma extensa quantidade de literatura que associe o processo apoptoético
dos mioblastos com o desenvolvimento muscular, poucos séo os estudos que evidenciam
a importancia da apoptose na regeneracdo muscular esquelética. Estudos utilizando o
exercicio fisico com predominio de contraccbes excéntricas como forma de lesdo
muscular (Sandri et al. 1995; Podhorska-Okolow et al. 1998), evidenciam a ocorréncia da
apoptose, sobretudo nas fases iniciais do processo degenerativo. Contudo, a forma
através da qual o processo apoptético é activado em musculos adultos, como resultado
do exercicio fisico ou de outras formas de stress mecanico, é ainda desconhecida
(Primeau et al. 2002). Podhorska-Okolow et al. (1998), observaram que a apoptose
ocorria em musculos adultos apds o exercicio fisico, sendo este processo evidenciado
pela presenca de nucleos com forma irregular e cromatina condensada ao longo da
superficie interna da membrana nuclear, consistentes com as caracteristicas
morfolégicas apresentadas por mionudcleos apoptéticos, enquanto que a membrana

plasmética e as proteinas contracteis se encontravam preservadas. Neste estudo, os
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dados estruturais foram reforcados pela incidéncia, no grupo exercitado,
comparativamente ao controlo, de nucleos positivos marcados com TDT (terminal
desoxinucleotidil transferase), um indicador da fragmentagdo da dupla cadeia do DNA.
Adicionalmente, a analise por Western blotting de proteinas anti e pro-apoptoticas (Bcl-2
e Bax, respectivamente), mostraram um decréscimo nos niveis de Bcl-2 e um aumento
nos niveis de Bax logo ap6s o exercicio fisico, sugerindo assim a presenca de um
processo apoptético apdés este estimulo (Podhorska-Okolow et al. 1998). Ja
anteriormente, Sandri et al. (1995), tinham demonstrado, com recurso a electroforese em
gel de agarose, que ocorria fragmentacao internucleossomal de DNA em musculos de
ratos mdx quarenta e oito horas apés exercicio fisico de longa duracdo. As explicacbes
plausiveis para a inducdo de apoptose em musculos adultos, ap6s a realizacdo de
exercicio fisico prendem-se com: 1) o aumento do metabolismo muscular e, consequente,
aumento da producdo de EROs, 2) com o aumento dos niveis intracelulares de célcio 3)
com o aumento da secrec¢do de glucocorticoides. Estes estimulos podem funcionar,
isolada ou conjuntamente, como sinais intracelulares na indugdo do processo apoptotico
(Phaneuf e Leeuwenburgh 2001; Adhihetty e Hood 2003).

Outros métodos de indugcéo de degeneracdo e consequente regeneracdo muscular foram
aplicados com o intuito de verificar a ocorréncia ou ndo do processo apoptético. Olivé e
Ferrer (2000), recorreram a injeccado de metoclopramida com o propdsito de induzir lesdo
e analisaram, por imunohistoquimica, os niveis das proteinas anti e pro-apoptoticas, Bcl-2
e Bax, respectivamente. Os resultados deste estudo mostraram que 80% das fibras
musculares regeneradas, identificadas pelo seu pequeno tamanho e pela presenca de
ndcleos centrais, apresentaram moderada imunoreactividade ao Bax no seu citoplasma,
mantendo-se esta marcacdo mesmo nas fases finais do processo regenerativo. Pelo
contrario, as miofibras regeneradas nao foram marcadas com o anticorpo anti-Bcl-2.
Também as células fagociticas que comecaram a surgir, aproximadamente vinte e quatro
horas apds a indugéo de lesdo, apresentaram baixa imunoreactividade para o Bcl-2 e
forte marcacdo relativamente ao Bax. Contudo, e em oposicdo ao observado
relativamente a proteina pré-apoptdtica Bax, o0s nlcleos das fibras musculares
esqueléticas ndo apresentaram caracteristicas morfologicas tipicas de um processo
apoptdtico. Atendendo ao descrito, Olivé et al. (2000) sugeriram que a sobre-expressao
da proteina Bax, ndo estava necessariamente ligada ao processo apoptotico, mas sim ao

processo de regeneracdo muscular.
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A caspase 3, um importante marcador de apoptose, parece ser apenas activada nas
fases finais deste processo de morte celular e, uma vez activa, pode clivar numerosos
substratos (Ruest et al. 2002a). No entanto, Fernando et al. (2002), utilizando culturas
C2C12 de mioblastos, mostraram que a caspase 3 é também requerida para 0 processo
de diferenciacdo mioblastica. Efectivamente, estes autores verificaram que apos inducao
da diferenciacdo em culturas de mioblastos caspase 3-/-, ocorria uma acentuada
diminuicdo na formacdo de miotdbulos e na expressdo de proteinas especificas do
processo de diferenciacdo (Fernando et al. 2002). De forma idéntica, Mogi e Togari
(2003), referem que a activacdo das caspases € essencial para o processo de
diferenciagcdo osteoblastica. A observagdo de que as alteracdes celulares associadas a
diferenciacdo celular evidenciavam alto grau de similaridade com as alteracbes
fendtipicas usualmente descritas para a apoptose (Fernando et al. 2002; Mogi e Togari
2003) levou a sugestdo de que a inducdo destes dois processos, utilizava mecanismos
celulares sobrepostos. Efectivamente, a proteina p38, da familia da MAPK (mitogen -
actived protein kinase) tem sido implicada ndo s6 na indugdo da diferenciagdo muscular,
mas também na iniciagdo e progressdo do processo apoptotico (Molkentin et al. 1995;
Cuenda e Cohen 1999).

Adicionalmente, Ruest et al. (2002a) mencionaram que a caspase-3 estd presente
durante o desenvolvimento muscular, particularmente em animais neonatais, e que a sua
expressao decresce gradualmente, acabando por desaparecer em animais com um ou
mais meses de idade, embora continue abundante o mRNA que codifica para esta
proteina. Estes autores referem ainda que a regulagdo da caspase-3 € um processo
flexivel, uma vez que esta proteina reaparece em musculos regenerados (apés injeccdo
com marcaina), mas torna-se indetectavel mal o processo de regeneracdo esteja
completo. Em adicdo, sugerem que a caspase-3 poder4d desempenhar um papel
importante na remocado do excesso de CS em proliferacdo, ou nha eliminacdo de miofibras
enervadas inadequadamente (Ruest et al. 2002a).

A apoptose das células inflamat6rias também parece ser determinante na progressao do
processo regenerativo. Efectivamente, Sandri et al. (2001), demonstraram que a
regeneracdo muscular é drasticamente diminuida quando o processo apoptotico das
células fagociticas esta ausente devido a inibicdo do FasL (ligando Fas), citocina que
medeia a apoptose via ligagdo ao seu receptor Fas. Estudos in vitro mostraram que as
células inflamatorias sofrem apoptose via FasL (Kiener et al. 1997) e que a resolucdo do

processo inflamatorio ocorre através da apoptose deste tipo de células inflamatérias
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(Tidball e St Pierre 1996; Niinobu et al. 2000). Sandri et al. (2001) observaram ainda que
as células fagociticas aumentam progressivamente do dia 2 para o dia 4 poés lesao,
fendmeno este que ocorre em paralelo com a expressdo de FasL. Adicionalmente, o
namero de células positivas para o factor de transcricdo MyoD, observado durante o
referido periodo, sugere que o FasL é principalmente expresso nos mioblastos. Sandri et
al. (2001) concluiram que o FasL € o factor chave na resolucéo da inflamacéo muscular e
que quando as células inflamatérias permanecem nos tecidos, funcionam como um
grande obstaculo para a sobrevivéncia dos mioblastos e para a sua diferenciacdo em

miofibras multinucleadas.

3.1.2. Modelos experimentais de inducao de leséo

O processo de regeneragdo muscular tem sido estudado utilizando diferentes modelos de
inducdo de degeneracdo e consequente reparacdo. Os métodos mais utilizados com o
referido propdsito incluem: o transplante de masculos envolvendo a sua desnervacéo, a
isquemia e a tenotomia (Carlson 1986), o trauma directo, com recurso a utilizacdo de
laceracOes, de contusdes e de tensées mecanicas (Armand et al. 2003), a aplicacao local
de anestésicos como a bupivacaina (marcaina) ou toxinas venenosas (notoxina ou
cardiotoxina) (Lefaucheur e Sebille 1995), a oclusdo de artérias ou veias (para refs ver
Rushton et al. 1997) e a utilizacdo de exercicio com predominancia de contraccbes
excéntricas (Armand et al. 2003). Em todos estes processos indutores de lesao, a fase
degenerativa e a fase regenerativa sdo bastantes similares apesar da cinética e da
amplitude de cada uma destas fases depender da extensdo da leséo, do tipo de muasculo

lesado e do modelo animal utilizado (Charge e Rudnicki 2004).

O primeiro método utilizado com o intuito de estudar o processo regenerativo, consistia
na remo¢do de um masculo, na sua trituracdo em pequenos pedacos e posterior
recolocacao no seu leito inicial (Carlson 1986; Carlson 2001; Carlson 2003). Embora este
modelo de inducdo de lesédo fosse adequado para estudar as fases iniciais do processo
regenerativo, tornava-se insatisfatorio quando o interesse recaia no estudo das
propriedades contracteis do musculo regenerado, uma vez que ocorria extensa
deposicdo de tecido conjuntivo (para refs ver Carlson 2003). Dadas as limitacbes
inerentes a este método, novas metodologias foram desenvolvidas. Assim sendo, um

outro modelo que comecou a ser utilizado com maior sucesso foi o transplante do
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musculo inteiro, i.e., 0 orgdo é completamente removido do seu leito, implicando corte
nos tenddes, vasos sanguineos e nervos, e posteriormente colocado no seu local inicial.
Contudo, e embora a disrupcdo da arquitectura interna muscular fosse minima, as
propriedades funcionais do musculo regenerado ndo eram muitas vezes completamente

restabelecidas (Carlson 1986).

Mais recentemente, um outro modelo de inducdo de lesdo muscular que tem sido
aplicado recorre a utilizacdo de substancias téxicas. Efectivamente, apesar do musculo
esquelético ser um tecido bastante sensivel a efeitos toxicos (McLoon et al. 1998;
Carlson 2003) as CS parecem ser resistentes a esta toxicidade. Deste modo, a injeccao
local de miotoxinas, tais como bupivacaina, cardiotoxina e notexina, tém sido
frequentemente utilizadas com o propésito de induzir lesdo muscular e posterior estudo
do processo regenerativo (Lefaucheur e Sebille 1995; Armand et al. 2003; Harris 2003;
Hill et al. 2003). A notexina é uma fosfolipase A,, extraida de veneno de cobra, e que
blogqueia a transmissdo neuromuscular (Charge e Rudnicki 2004), enquanto que a
cardiotoxina induz a despolarizacdo e a degradacdo da membrana plasmatica (Harris
2003). A utilizagdo destas toxinas com o intuito de induzir lesdo muscular desencadeia
apenas disrupcao dos sarcomeros e do sarcolema, ndo danificando a lamina basal das
fibras, 0 que torna o processo regenerativo mais veloz (Fink et al. 2003; Harris 2003). De
facto, é do conhecimento geral que a lesdo induzida com toxinas provenientes de veneno
de cobra, induz uma répida e extensiva necrose das miofibras, seguida por um processo
regenerativo igualmente célere (Lefaucheur e Sebille 1995). No entanto, embora esta
metodologia de inducdo de lesdo seja um método facil e reprodutivel, sdo ainda
desconhecidos os efeitos destas toxinas nos varios tipos de células existentes no tecido

muscular (Charge e Rudnicki 2004).

Existem ainda métodos alternativos a injeccdo de miotoxinas que séo, possivelmente,
mais relevantes do ponto de vista fisiolégico (Charge e Rudnicki 2004). Efectivamente, o
exercicio com predomindncia de contraccbes excéntricas, o trauma fisico por
esmagamento do musculo e o congelamento, sdo modelos particularmente severos na
inducédo de lesdo muscular e que apresentam relevancia do ponto de vista fisiologico. No
exercicio excéntrico, por exemplo, apesar de existir lesdo muscular e consequente
activacdo das células satélite (Appell et al. 1992; Friden e Lieber 1998), o ambiente
muscular ndo é afectado pelo procedimento experimental e, assim, representa um bom

modelo fisioldgico para analisar a regeneragdo muscular (Armand et al. 2003).
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Os modelos mais comuns para induzir lesdo muscular envolvem meios directos que
recorrem a processos como o congelamento ou o esmagamento do musculo (Rushton et
al. 1997). Contudo, o trauma por esmagamento muscular recorrendo a forceps, embora
vulgarmente utilizado na literatura, ndo produz lesGes musculares consistentes (Rushton
et al. 1997). Como alternativa, e tendo em consideracdo que no decurso da prética de
diversas actividades desportivas 0 musculo esquelético é frequentemente sujeito a
contusdes, resultante do impacto severo de um objecto ndo penetrante (Crisco et al.
1994), métodos nédo invasivos de inducdo lesdo muscular para estudar o processo
regenerativo tém sido recentemente utilizados (Minamoto et al. 1999). Neste sentido,
Crisco et al, (1994) desenvolveram um modelo reprodutivel de contusdo ndo invasivo que
consiste na queda de uma massa através de um tubo cilindrico sobre uma outra esfera
colocada em contacto directo com a superficie da porcdo média do musculo
gastrocnemius do rato. Estes investigadores estudaram as alteracdes bioquimicas,
fisiol6gicas e histologicas do musculo afectado e demonstraram que este modelo induz
uma lesédo significativa no musculo. Estudos mais recentes recorreram, de igual forma, a
este modelo ndo invasivo de induzir lesdo muscular com diferentes propdsitos.
Efectivamente, Beiner et al. (1999) utilizou o modelo de contuséo para verificar o efeito de
esteroides anabolicos e de corticoesterdides no processo regenerativo apos inducdo da
lesdo. Minamoto et al (1999), por seu lado, estudaram o efeito de uma contusédo simples
e periddica no musculo soleus de rato em diferentes estados do processo regenerativo.
Embora a leséo induzida por este modelo de esmagamento resulte num trauma severo
que inclui a lesdo da lamina basal, das terminacdes nervosas e a ruptura de vasos
sanguineos (MacGregor e Parkhouse 1996) acarretando, um processo regenerativo mais
lento quando comparado com outros modelos experimentais (Fink et al. 2003), o facto de
ser um meétodo directo, de facil exequibilidade, ndo invasivo, reprodutivel (Crisco et al.
1994; Beiner et al. 1999) e de resultar em lesdo do tecido muscular idéntica a que ocorre
em muitos atletas decorrente da pratica de varias modalidades desportivas, justifica a sua

ampla utilizagdo como meio de degeneracédo do tecido muscular esquelético.

Uma vez que a maioria dos trabalhos experimentais (Crisco et al. 1994; Ferry et al. 1997,
McLoon et al. 1998; Minamoto et al. 1999), que estudam o processo de regeneragdo
muscular, restringem-se apenas a analise de 2 ou 3 momentos do referido processo,
incidindo fundamentalmente nas fases iniciais e finais da regeneracdo, este trabalho

experimental tem como principal objectivo estudar o processo regenerativo ao longo de
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um periodo de vinte dias, apds lesdo muscular induzida por esmagamento do musculo

gastrochemius.

Subjacentes a este objectivo geral encontram-se trés objectivos especificos:

a) avaliar ao longo do tempo o processo regenerativo através da utilizacdo de
marcadores bioguimicos, de lesdo/regeneracdo e de morte celular programada;

b) analisar, ao longo do processo de regeneracdo muscular, o tipo de ndcleos marcados
e a sua gquantidade através da imunohistoquimica; correlacionar os dados quantitativos
da analise morfolégica com os resultados bioguimicos de proliferacéo celular,

c) analisar as alteracdes ultra-estruturais inerentes ao processo de regeneracao,

recorrendo a microscopia electrénica.
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3.2. Material e Métodos

A - Protocolo experimental

Setenta e dois ratinhos macho Charles River, de 8 semanas de idade e com um peso
médio entre 35 e 40 gramas, foram colocados em gaiolas individuais e aleatoriamente
distribuidos em dois grupos: o grupo controlo (n=6) e o grupo experimental, no qual se
induziu lesdo muscular. O grupo experimental foi subdividido em 11 subgrupos (n=6) em
funcdo dos tempos de sacrificio ap6s a inducéo de lesdo (ver abaixo). Os animais foram
aclimatizados durante uma semana e mantidos durante todo o protocolo a uma
temperatura constante de 21°C e a um ciclo de luz/escuro de 12/12h.

A lesdo muscular foi induzida pela queda de uma esfera metdlica de 16 gramas através
de um tubo cilindrico de 1 metro de altura, sobre uma outra esfera igual colocada em
contacto directo com a superficie da por¢do média dos musculos gastrocnemius de
ambas as patas do rato (Wright-Carpenter et al. 2004). Tendo em conta os diferentes
subgrupos experimentais, o sacrificio dos animais foi efectuado imediatamente e 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias apés a inducdo da lesdo. Os animais pertencentes ao
grupo controlo ndo foram submetidos a qualquer tipo de protocolo de leséo.

Todos os animais foram injectados com 50mg de BrDu/Kg de peso (B-9285), 48 horas
antes do sacrificio.

Todos os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical. A cada um dos animais
deste estudo, foi-lhe retirado um musculo gastrocnemius congelado de seguida a -80°C
para a andlise bioquimica e um musculo gastrocnemius processado de imediato para
analise morfoldgica. E ainda de salientar que, uma vez que cada animal contribui com os
seus dois musculos gastrocnemius, o numero total de musculos utilizados para cada

subgrupo do grupo experimental e para o grupo controlo foi de doze.

Todos os procedimentos seguiram as especificacdes e as recomendacdes do National

Institute of Health (NIH) Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

A.1. Analise Bioquimica

A.1.1. Preparacédo de extractos de musculo esquelético

O homogeneizado de musculo gastrocnemius foi obtido de acordo com o procedimento

descrito por Cregan et al. (1999) com algumas modificacfes. Para o efeito, uma porcéo
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de gastrocnemius foi homogeneizada num tampéao de lise contendo 1 mM Na-EDTA, 1
mM Na-EGTA, 2 mM MgCl,, 5 mM KCI, 25 mM HEPES (pH 7,5), suplementado no dia da
experiéncia com 100 uM PMSF, 2 mM DTT, 1:100 cocktail anti-proteases e 0,05% Triton
X-100. Apds 30 minutos de incubacdo a 0°C, realizou-se uma centrifugacdo a 14000g
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi guardado a -80°C, apés
determinacdo do teor em proteina total, para posterior doseamento da actividade das
calpainas, da caspase-3, do teor em Bax, Bcl-2.

Para determinacdo da actividade da mieloperoxidase (MPO) e da N-
acetilglucosaminidase (NAG), o protocolo de extraccdo utilizado baseou-se no trabalho
de Kyriakides et al. (2001). Assim, uma porcao de gastrocnemius foi homogeneizada em
tampéao fosfato 20 mM com EDTA 1 mM, pH 7,4. Uma aliquota foi separada, centrifugada
a 5000g durante 5 minutos a 4°C e o sobrenadante obtido foi reservado para posterior
determinacgéo de proteina total e de NAG. O restante homogeneizado foi centrifugado a
14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O pellet resultante foi ressuspendido em tampé&o
fosfato 0,05 M pH 6,0 com 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamdnio. Com o intuito de
romper os granulos dos neutrdéfilos e solubilizar a enzima em estudo, procedeu-se a uma
sonicacao de 10 segundos apos a qual as amostras foram centrifugadas a 4000g durante
5 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi diluido cinco vezes e utilizado para

determinacgdo da actividade da MPO.

A.1.1.1. Parametros bioquimicos

Determinacdo da actividade das calpainas

A actividade das calpainas foi efectuada de acordo com o procedimento descrito por
Sultan et al. (2000). 30 ul de extracto do musculo gastrocnemius foi incubado durante 10
minutos a 37° C, numa soluc&do tamp&o contendo 20 mM de Tris-HCI, 5 mM de Ca?*, 1
mM de DTT, 10 pg/ml de Pefabloc e 10 pg/ml de pepstatin A (pH=7,4). Seguidamente,
procedeu-se a adicdo de 5 ul de solucdo de substracto 50 mM [N-succinyl-Leu-Tyr-7-
amido-4-methylcoumarin (SLY-AMC)] previamente diluido em dimetilsulfoxido, e perfez-
se o0 volume de 2 ml com a solucéo tampao (pH=7,4). A fluorescéncia do AMC libertado
foi imediatamente medida num espectrofluorimetro (Hitachi F2000) durante 15 minutos a
37°C ( Aexcitacao = 380NM; Aemisszo= 460Nm).

Paralelamente, determinou-se a actividade das calpainas na auséncia de CaCl, e na
presenca de 10 mM EDTA e 10 mM EGTA.
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A actividade das calpainas foi expressa em U/min de incubacao/mg de proteina.

Determinacdo da actividade da caspase — 3

A determinacdo da actividade da caspase-3 nos homogeneizados de musculo baseou-se
nos trabalhos de Cregan et al. (1999) segundo o procedimento descrito. Adicionou-se um
volume de amostra correspondente a 100 ug de proteina a um tampao de sacarose com
CHAPS (10% sacarose; 0,1% CHAPS; 25 mM HEPES pH 7,4) contendo 40 uM do
substrato colorimétrico Ac-DEVD-pNA (acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina; n° de
catalogo 235400; Calbiochem). Apos 2 horas de incubagédo a 37°C mediu-se a clivagem
do substrato a 405 nm (Labsystem iIEMS Reader MF). Os resultados foram expressos
como o numero de vezes acima do valor controlo o qual foi analisado simultaneamente.

Ao controlo foi atribuido o valor 1.

Determinacdo dos niveis de Bax/Bcl-2

Com o intuito de avaliar os niveis de Bax/Bcl-2, quantidades equivalentes de proteina
foram separadas por eletroforese monodimensional num gel SDS-PAGE de 15% de
acordo com Laemmli (1970). As proteinas, depois de separadas, foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham Pharmacia) hum tampéao de
Tris 25 mM, 0,2M glicina pH 8,3 e metanol 20%, durante 2 horas a 220 mA. Apds a
transferéncia procedeu-se ao bloqgueamento dos locais de ligacdo ndo especifica com
uma solucdo de 5% de leite magro em p6 em TBS-T (tamp&o de Tris 100 mM pH 8,0 com
NaCl 1,5 mM e 0,5% de Tween 20) durante toda a noite a 4°C, seguindo-se a incubacgéo
da membrana com o anticorpo anti-Bcl-2 (1:500; sc-7382 mouse monoclonal IgG; Santa
Cruz Biotechnology) ou anti-Bax (1:500; sc-493 rabbit polyclonal 1gG; Santa Cruz
Biotechnology) durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, lavou-se a
membrana com TBS-T a fim de retirar o0 anticorpo ndo ligado covalentemente e procedeu-
se a sua incubacdo com anticorpo secundario peroxidase-conjugated anti-mouse ou anti-
rabbit IgG antibodies (Amersham Pharmacia Biotech) por um periodo de 2 horas. Apos
novas lavagens com TBS-T, a membrana foi tratada com reagentes de
quimioluminescéncia (reagentes ECL; Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as
instrucBes do fabricante, e exposta a um filme de raio X (Kodak Biomax Light Film,
Sigma). Depois de revelado, o filme foi digitalizado num densitometro FX-710 (BioRad) e

analisado no software QuantityOne da BioRad (versdo 4.3.1.).
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Doseamento da actividade da mieloperoxidase

A actividade da mieloperoxidase foi efectuada com base no estudo de Kyriakides et al.
(2001). De acordo com o mesmo, adicionou-se o0 extracto de musculo, obtido segundo o
procedimento acima descrito e ja diluido cinco vezes ao tampdao de reacc¢do, constituido
por fosfato 220 mM pH 5,4, NaCl 110 mM e 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (T-2885; Sigma)
1,6 mM. A reaccdo foi iniciada por adicdo de peréxido de hidrogénio 3 mM tendo-se
medido a variacdo de absorvancia a 650 nm (Labsystem iIEMS Reader MF) durante 3
minutos. Simultaneamente, construiu-se uma curva de calibracdo com padrdes de MPO

(M-6908; Sigma) e os resultados obtidos foram expressos em U/ mg de proteina.

Doseamento da actividade da N-acetil glucosaminidase

A N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) é uma enzima que estd normalmente presente
nos lisossomas celulares e, neste trabalho, a sua actividade foi determinada no
homogeneizado de musculo utilizando o kit da Roche (n° de catalogo 875 406) que se
baseia na hidrélise do 3-cresolsulfonaftaleinil-N-acetil-B-D-glucosaminida pela NAG com a
libertacdo do 3-cresolsulfonaftaleina, de cor purpura, cuja intensidade foi avaliada a 580

nm (esgo = 40,67 mM™cm™) num espectofotémetro UV-Vis (Spectronic Genesys 5).

Doseamento da proteina total

Doseamento da proteina total pelo método de Lowry

Nos homogeneizados, onde foi determinada a actividade de NAG o doseamento das
proteinas totais foi efectuada pelo método de Lowry (Lowry et al. 1951). As amostras
foram previamente diluidas 5 vezes com o0 tampdo de extraccdo e posteriormente
adicionadas com o reagente de Biureto. Apds aproximadamentel0 minutos de reacc¢dao,
adicionou-se o reagente de Folin. Aguardou-se aproximadamente 20 minutos e leu-se a
absorvéncia a 670 nm num leitor de placas (Labsystems IEMS Reader MF).
Simultaneamente, foi efectuada uma curva de calibracdo com padrdes de BSA (albumina

sérica bovina), cujas concentracdes variaram entre 0,0625 e 1 mg/ml.

Doseamento da proteina total pelo método de Sedmak

Nos homogeneizados de mdusculo onde se efectuaram o0s restantes parametros, a
determinacg&o do teor de proteinas totais foi efectuada pelo método de Sedmak (Sedmak
e Grossberg 1977), uma vez que com este método os interferentes inerentes aos

tampdes sdo bastante atenuados.
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A amostra foi inicialmente diluida 5 vezes com o tampao de extrac¢do. Apés a adicao de
2 ml de reagente de Sedmak [0,06% de azul de Coomassie G250 em HCIO,4 a 3% (m/v)]
aguardou-se aproximadamente 15 minutos e leu-se a absorvéncia a 550 nm num leitor de
placas (Labsystems iIEMS Reader MF). Simultaneamente foi efectuada uma curva de
calibracdo com padrdes de BSA (albumina sérica bovina), cujas concentracdes variaram
entre 0,0625 e 1 mg/ml. De forma idéntica aos padrdes, foi adicionado um volume de

tampao de extraccdo com o intuito de eliminar o efeito deste no doseamento.

A.1.2. Determinacdo de células em proliferacdo pelo método de South
Western

Extraccdo de DNA

Os musculos gastrocnemius foram cortados em pequenos pedacos de forma a permitir a

extraccao do seu DNA de acordo com o descrito no material e métodos do capitulo 2 (pag
17).

Avaliacdo das células em proliferacdo por South Western

A semi-quantificacdo das células mitoticamente activas foi efectuada utilizando um
anticorpo anti-BrdU, de acordo com a metodologia desenvolvida por Knobloch et al.

(2002) e descrita no material e métodos do capitulo 2 (pag 18).

A.2. Analise Morfolbgica

Determinacéo de células em proliferacdo por imunohistoquimica

De cada animal foi retirado um fragmento do musculo gastrocnemius para analise
morfoloégica por imunohistoquimica. A preparacdo dos blocos foi efectuada de acordo
com o descrito no capitulo 2 (pag 19).

As seccdes de tecido foram tratadas de forma idéntica ao descrito no material e métodos

do capitulo 2 (pag 20).
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Analise morfolégica por microscopia electrénica

A preparagdo das amostras para microscopia electronica foi efectuada de acordo com as
técnicas descritas por Duarte (1993).

Apbs serem extraidos, os musculos foram seccionados e fixados durante 4 horas em
gluteraldeido (2,5% de gluteraldeido em solucao tampéo de cacodilato de sédio 0,1M, pH
7,2-7,4). Seguidamente, procedeu-se a lavagem com uma solucdo de 0,1M de cacodilato
de so6dio durante aproximadamente 1 hora, pés-fixados em tetroxido de 6smio a 2%
durante 2 horas, e lavados novamente com a solucdo de 0,1M de cacodilato de sédio
durante aproximadamente 1 hora. Em seguida, as amostras sofreram desidratacéo
progressiva, sob a accdo de concentracbes crescentes de etanol durante
aproximadamente 1 hora e 30 minutos e impregnadas com epon durante 4 horas. O
oxido de propileno foi o composto utilizado na transicdo desidratacdo/impregnacao.
Todos os procedimentos descritos foram efectuados a temperatura de 4°C.
Seguidamente procedeu-se a inclusdo das amostras numa estufa a 60° C durante 2 dias.
Foram efectuados cortes ultra-finos com uma espessura de 500 nm. Os cortes ultra-
finoss foram contrastados com uma solucdo aquosa saturada de acetato de uranilo
durante 30 minutos e com uma solucao de citrato de chumbo durante 15 minutos, tendo-
se procedido a lavagens no inicio e no final de cada um destes procedimentos.

O microscopio electronico (Zeiss EMIOA) foi utilizado a 60kvolts.

Andlise estatistica

A média e o desvio padrao foram calculados para todas as variaveis. Nas determinacdes
bioguimicas e morfoldgicas foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade da distribuicdo. A andlise de varidncias de medidas repetidas foi utilizada
para comparar as diferencas entre os varios dias apos a inducéo de leséo. O célculo dos
dados foi efectuado pelo software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

versao 12.0. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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3.3 Resultados

Em primeiro lugar serdo apresentados os resultados referentes aos parametros
bioguimicos, e de seguida os resultados alusivos as alteragdes morfoldgicas, recorrendo

quer a microscopia 6ptica, quer a microscopia electrénica.

A.1l. Resultados de parametros bioquimicos

Pela andlise da figura 8, verificou-se que as calpainas apresentaram uma actividade
maxima e significativamente diferente do controlo aos 2 dias apés a inducéo de leséo,
decrescendo de actividade a partir desse momento mas voltando a aumentar, embora

ligeiramente, ao 10° dia pds trauma.

Calpainas
0,04 -

0,03 -

0,02

U//img proteina

0,01

C 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

dias ap6s leséo

Figura 8 Representacado grafica dos valores médios e respectivos desvios
padrdo da actividade das calpainas por mg de proteina, no grupo controlo
(C) e nos varios subgrupos experimentais em fungéo dos dias apos lesao,

no muasculo gastrocnemius.
* p<0,05 vs controlo

Como se pode observar na figura 9 a actividade da mieloperoxidase comparativamente
com o controlo, foi significativamente mais elevada nos dias 2, 4 e 20 apds a inducédo de
lesdo. Importa ainda salientar que a actividade desta enzima foi significativamente mais
elevada em relacdo a todos os momentos, 4 dias apdés a inducdo de lesao.
Adicionalmente, verificou-se que a mieloperoxidase apresentou niveis elevados, embora

de forma menos acentuada do que aos 4 dias, nos dias 2 e 20 apds lesao.
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Relativamente a actividade da enzima NAG (figura 10) verificou-se que, com excepgéao
dos valores obtidos imediatamente, dez e dezasseis dias apos inducdo de lesdo, em
todos os outros momentos foram obtidos valores significativamente mais elevados do que
os registados no grupo de controlo. E ainda de salientar que os valores de actividade da

NAG obtidos no segundo e no quarto dia, embora semelhantes entre si, s8o 0s mais

Mieloperoxidase

U/mg de proteina

C 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
dias apés lesao

Figura 9 Representacdo grafica dos valores médios e respectivos
desvios padrdo da actividade da mieloperoxidade por mg de
proteina, no grupo controlo (C) e nos varios subgrupos
experimentais em funcdo dos dias apoOs lesdo, no mausculo

gastrocnemius.
* p<0,05 vs controlo

elevados e diferem de forma significativa de todos os outros valores.
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dias apo6s lesao

Figura 10 Representa¢do grafica dos valores médios e respectivos
desvios padrao da actividade da N-acetilglucosaminidase (NAG) por
mg de proteina, no grupo controlo (C) e nos varios subgrupos
experimentais em funcdo dos dias apds lesdo, no mausculo

gastrocnemius.
* p<0,05 vs controlo
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A actividade da caspase-3, com excepc¢do da obtida imediatamente apo6s a inducédo da
lesdo, foi significativamente mais elevada em todos os momentos de avaliagdo
comparativamente ao grupo de controlo. Importa realcar que a actividade desta caspase

apresentou valores acentuados de actividade nos 2, 4, 18 e 20 dias apo0s a leséo.

Caspase 3

N° de vezes acima do controlo

C 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

dias apo6s lesédo

Figura 11 Representagdo gréafica dos valores médios e respectivos
desvios padrdo da actividade da caspase-3 expressa pelo numero de
vezes acima do controlo referente ao grupo controlo (C) e aos varios
subgrupos experimentais em fun¢éo dos dias apos lesdo, no muasculo

gastrocnemius.
* p<0,05 vs controlo

No que concerne a expressao da proteina pré-apoptotica Bax, os valores de densidade
Optica registados nos dias 4, 14, 16, 18 e 20 pos lesdo séo significativamente mais
elevados do que os obtidos no grupo de controlo. Por seu lado, o valor obtido 4 dias apés
a inducao de leséo €, ainda, significativamente superior aos registados nos dias 0, 2, 8,
10 e 12 po6s lesdo. E ainda importante destacar que os valores de densidade Optica
obtidos aos 18 e aos 20 sao significativamente mais elevados do que os registados

imediatamente, dois, oito, dez, doze e quatorze dias ap6s a inducédo de lesao.

Por seu lado, os niveis de expressdo da proteina anti-apoptética Bcl-2, revelaram-se
significativamente mais baixos nos dias 4, 6, 12, 14, 16, 18 e 20 pés lesao
comparativamente ao controlo. De salientar ainda, que o valor registado oito dias ap6s a
lesdo é significativamente mais elevado do que os obtidos nos dias 2, 4, 6, 12, 14, 16, 18

e 20 apds a inducgdo de leséo.
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DO/mg de proteina

Cc 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

dias ap6s lesao

Figura 12 Representagdo grafica dos valores médios e respectivos
desvios padrdo de densidade o¢ptica (DO) do Bax e do Bcl-2,
referente ao grupo controlo (C) e aos varios subgrupos
experimentais em funcdo dos dias apoOs lesdo, no mausculo

gastrocnemius.
* p<0,05 vs controlo

Pela analise da tabela 4, verificou-se que a razdo Bax/Bcl-2 se apresentou elevada ao 4°

dia pos lesé@o, mas particularmente mais acentuada no final do processo regenerativo.

Tabela 4 — Valores médios + desvios padrao (DP) da razao Bax/Bcl-2 para o grupo controlo (C) e
para 0s varios subgrupos experimentais em funcdo dos dias apods lesdo, no musculo
gastrocnemius.

Grupos

087 127 153 307 243 116 135 190 3,02 469 5,63 4,50
024 053 068 090 103 066 052 0,82 ,1,03* 1,36* 1,33* 1,29*

* p<0,05 vs controlo

No que diz respeito aos valores de densidade éptica referentes a marcacdo de células
em proliferacdo com BrdU, os resultados expressos na figura 13 evidenciam que
comparativamente ao controlo, s6 foram observados valores significativamente mais

elevados nos dias 2, 4, 6 e 8 ap0s a inducgdo de lesdo. De salientar ainda que o valor de
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densidade éptica obtido no sexto dia é ainda significativamente superior aos observados

imediatamente, oito, dez, doze, catorze, dezasseis, dezoito e vinte dias ap0s a leséo.

Proliferagcéo celular

DO/ug de DNA

C 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
dias apo6s lesao

Figura 13 A) Representacdo grafica dos valores médios e
respectivos desvios padrao de densidade optica referente a células
marcadas com BrdU e relativos ao grupo controlo (C) e aos varios
subgrupos experimentais em funcdo dos dias apds lesdo. B) Filme
representativo do Western blotting para os diferentes momentos em

que foram sacrificados os animais.
* P<0,05 vs controlo

A.2. Resultados referentes a analise morfoldgica

Avaliacdo da proliferacdo celular por imunohistoquimica

Na figura 14 é evidente a auséncia de marcacdo nuclear no corte histolégico néo tratado
com o anticorpo primario anti-BrdU, e como tal, funcionando como controlo negativo. Pelo
contrario, nos controlos positivos, verificou-se uma marcagdo acentuada de nucleos de

espermatogonias e espermatocitos nos cortes dos tibulos seminiferos (figura 15).
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Figura 14 Fotografia de microscopia Optica de um corte
transversal do musculo gastrocnemius de um animal do grupo
experimental, injectado com 50 mg de BrdU e sacrificado aos 2
dias apos lesdo. A preparacao nao foi sujeita ao anticorpo primario
(controlo negativo), razdo pela qual é observada a auséncia de
marcacdo de mionucleos ou de nucleos intersticiais (ampliacao
original 625x).

Figura 15 Fotografia de microscopia Optica de um corte
transversal de tubulos seminiferos de um animal do grupo controlo
injectado com 50 mg de BrdU (controlo positivo), onde é
observada a incorporacdo deste composto em nulcleos de
espermatogonias e espermatocitos (ampliagédo original 375x).

Quatro dias ap0s a inducdo de lesdo foi notéria a presenca de nucleos marcados em
posicdo central (figura 16) resultantes da fusdo de mioblastos entre si ou com a fibra
muscular adjacente. Adicionalmente, observou-se a presenca de nucleos que
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incorporaram a BrdU na periferia das fibras musculares maduras, correspondendo a
células satélite, aparentemente em proliferacdo. Os nucleos de células que nao se
encontravam em fase S do ciclo celular ndo incorporaram a BrdU, como foi verificado na

figura 16, pela presenca de dois capilares sem qualquer tipo de marcacao.

&

Figura 16 Fotografia de microscopia Optica de um corte
transversal do musculo gastrocnemius de um animal do grupo
experimental, injectado com 50 mg de BrdU, sacrificado quatro
dias ap6s a inducdo de lesdo muscular. E observada a
incorporacéo de BrdU por trés miondcleos em posicao central, por
um nucleo de uma célula satélite e por um nicleo de uma célula
endotelial. E ainda notéria a presenca de dois capilares sem
qualquer marcacdo nuclear (ampliacéo original 2500x).

Através da observacao das figuras 17 e 18, verificou-se, como seria de esperar, que na
fase activa do processo de reparacdao muscular, as células em proliferacdo ndo se
restringiram apenas a células satélite, mas também a células intersticiais de origem

endotelial e ndo endotelial.
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Figura 17 Fotografia de microscopia Optica de um corte
transversal do musculo gastrocnemius de um animal do grupo
experimental, injectado com 50 mg de BrdU e sacrificado seis dias
apos lesdo muscular. E notéria a marcagéo acentuada de nucleos,
guer de células intersticiais, endoteliais e ndo endoteliais, quer de
células satélite (ampliagdo original 625x).

Figura 18 Fotografia de microscopia 6ptica de um corte obliquo do
musculo gastrocnemius de um animal do grupo experimental,
injectado com 50 mg de BrdU, e sacrificado aos doze dias apos a
inducdo de lesdo muscular. E evidente a incorporacéo de BrdU
por células satélite e por células intersticiais de origem endotelial
e, aparentemente, fibroblastica (amplia¢éo original 2500x)

No final do processo regenerativo, verificou-se que para além da quantidade de nucleos
marcados ser escassa, se restringia praticamente a células de origem endotelial (figura
19).
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Figura 19 Fotografia de microscopia 6ptica de um corte obliquo do
musculo gastrocnemius de um animal do grupo experimental,
injectado com 50 mg de BrdU, e sacrificado aos vinte dias ap0s a
inducdo de lesdo muscular. E evidente a incorporacéo de BrdU
apenas na célula endotelial (ampliac&o original 2500x).

Na tabela 5 pode observar-se a percentagem de contribuicdo dos nucleos das células
endoteliais, das células intersticiais, das células satélite e dos nlcleos em posicao central
para a totalidade dos nucleos que incorporam BrdU, ao longo do protocolo experimental.
Como se pode constatar, a percentagem de nucleos marcados de origem endotelial
encontrou-se elevada no grupo controlo, decresceu nas fases iniciais do processo
regenerativo e aumentou de forma gradual a partir do 8° dia, atingindo valores proximos
do grupo controlo nas etapas finais do estudo, i.e., no 20° dia apés a inducao de leséao.
Relativamente aos nucleos marcados de células de origem intersticial ndo endotelial, de
gue sdo exemplo os fibroblastos e os leucécitos, verificAmos que a sua percentagem
aumentou acentuadamente no inicio do processo regenerativo, atingindo um valor
maximo de 30,2% (+3,66) ao 6° dia apds a inducdo de lesdo, comecando a diminuir a
partir de entdo, até atingir um valor idéntico ao do grupo controlo na fase final do
protocolo experimental. A percentagem de células satélite que incorporaram BrdU
aumentou a partir do 2° dia e atingiu um valor maximo de 24,5% (+3,50) 4 dias apos a
inducdo de lesdo. Do 6° dia pos trauma em diante, verificou-se um decréscimo de CS
marcadas, embora de forma oscilatéria, tendo atingido uma percentagem semelhante a
do grupo controlo no 20° dia do processo regenerativo. Em adicdo, observou-se um
notdrio incremento da percentagem de ndcleos marcados em posicéo central a partir do

4° dia, atingindo um pico maximo aos 8 dias pos lesdo, momento a partir do qual ocorreu
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uma diminuicdo bastante acentuada atingindo valores iguais ao do grupo controlo no final

do estudo.

Tabela 5 - valores médiostdesvios padrdao (DP) da percentagem de nlcleos com origem
endotelial, intersticial ndo endotelial, nas células satélite e em posicao central nas fibras
musculares, relativamente a totalidade de nucleos marcados com BrdU, nos animais do grupo
controlo e do grupo experimental nos diferentes momentos de avaliagdo apds a inducéo de lesdo

% de nucleos marcados
Células Células Células Nicleos
Endoteliais Intersticiais Satélite Centrais
Grupos
Controlo 71,5+7,27 11,245,34 9,6+5,70 7,7+3,13
0 dias 70,8+6,24 12,145,93 9,944,35 7,2+5,93
2 dias 46,0+7,57 * 26,6+6,46 * 19,2+3,56 * 8,3+2,93
4 dias 40,3+5,45 * 24,3477 * 24,5+3,50 * 10,9+2,88
6 dias 37,9+8,20 * 30,2+3,66 * 18,5+3,33 * 13,5+3,5
8 dias 44,3+8,83 * 20,3+6,48 19,2+1,98 * 16,1+3,41 *
10 dias 58,9+8,13 21,949,05 13,1+5,31 6,0+4,17
12 dias 61,3+12,02 14,4+8,46 15,7+9,94 8,6+7,79
14 dias 58,3+8,45 14,3+5,50 16,8+12,17 11,4+7,63
16 dias 69,6+9,75 10,5+7,18 12,3+9,41 8,6+8,14
18 dias 67,8+11,02 9,5+7,11 16,9+6,28 5,9+8,40
20 dias 69,2+14,95 11,5+£9,52 11,5+7,60 7,7+6,55

* p<0,05 vs controlo

Foi efectuada a correlacdo entre os nucleos marcados por imunohistoquimica (n° de
ndcleos totais, n° de nicleos endotelias, n° de nicleos de CS, n° de nlcleos em posicdo
central) e os respectivos valores de densidade 6ptica (DO) obtidos por andlise bioquimica.
Como se pode observar na figura 20, o nimero de nucleos totais que incorporaram a
BrdU correlacionaram-se de foram positiva com os valores de DO obtidos por South
Western, tendo-se obtido um coeficiente de correlagdo de Pearson de 0,968 (p<0,05). Os
coeficientes de correlacdo encontrados entre o n° total de nucleos marcados, de CS, de
células endoteliais, e em posicdo central, e os respectivos valores de DO obtidos por

analise bioquimica, foram de 0.968, 0.8958, 0.9181 e de 0.673, respectivamente.
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Figura 20 Recta de regressdo linear entre nlcleos totais marcados
obtidos por imunohistoquimica e valores de densidade éptica obtidos
pela técnica de South Western

Avaliacdo das alteracées morfolégicas por microscopia electrénica

Os cortes histologicos dos musculos de animais controlo apresentaram uma situagéo de
normalidade morfoldgica, ndo sendo evidentes alteragbes no padrdo estriado das fibras
nem a presenca de areas de necrose (figura 21).

Figura 21 Fotografias de microscopia electrénica de um corte longitudinal (A) e transversal (B) do
musculo gastrocnemius de dois animais controlo, evidenciando uma estrutura tecidual normal
(ampliacdo original A: 12.500x; B: 20.000x).
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No grupo experimental, a analise ultra-estrutural efectuada imediatamente apés a indugao
de leséo (0 dias), revelou perda de continuidade da membrana celular, com consequente
edema intracelular, e perda de organizacdo miofibrilar. Os organelos celulares, em
particular as mitocondrias, permaneceram intactos ndo evidenciando sinais de swelling
(figura 22A). Logo apos a lesédo, foi ainda possivel observar perda de continuidade dos
capilares, zonas de hemorragia e presenca de eritrécitos no espaco intersticial. Os
capilares quando ndo apresentavam perda de continuidade, exibiam acentuada
vacuolizacao.

Dois dias apés a inducéo de lesdo a desorganizacdo miofibrilar foi ainda mais evidente,
sendo notoria na area de traumatismo, a aglutinagéo de proteinas contracteis. Nesta fase
do processo regenerativo foram ja observados o swelling mitocondrial (figura 22B) e a
dilatacé@o do reticulo sarcoplasmético, com formacgédo de vesiculas, para além de grandes
zonas de edema intracelular. Também a invaséao tecidual de leucdcitos, com predominio
de polimorfonucleares, quer no intersticio quer no interior de fibras lesadas, foi evidente a
partir do 2° dia pos leséo (figura 23A), tendo-se verificado um decréscimo do seu numero
com o tempo, relacionado com a presenca de detritos celulares no espago intersticial.

Foram também visualizadas células satélite com francos sinais de activagéo.

Figura 22 Fotografias de microscopia electrénica de cortes longitudinais do musculo
gastrocnemius de um animal sacrificado as zero horas (A) e de outro aos dois dias (B) apés a
inducéo de lesdo. E notdria a perda de continuidade do sarcolema, a desorganizagéo miofibrilar e
0 edema intracelular (A). Em B é evidente a perda de organizagdo miofibrilar, por desnaturacao
proteica, o swelling mitocondrial, assim como a existéncia de grandes areas de edema intracelular
(ampliacédo original A: 8.000x; B: 20.000x).
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Na zona de impacto, a perda de continuidade do sarcolema ou da membrana das células
endoteliais, permitiu a libertacdo de alguns organelos para o espaco intersticial, como se

pode observar na figura 23B.

Quatro dias ap6s a inducao de lesdo, o numero de mitocéndrias em swelling tornou-se
acentuado (figura 23B). Nesta fase do processo regenerativo, varios sinais de
regeneracdo muscular tornaram-se evidentes. As células satélite activas que comecaram
a ser detectadas dois dias p6s lesdo, aumentaram em numero, € comecaram a ser
visualizados nudcleos em posicdo central. Na figura 24 A e B é evidente a presenca de
ndcleos centrais, com nucléolos proeminentes sugestivos de uma intensa sintese

proteica.

Figura 23 Fotografias de microscopia electrénica de cortes transversais do misculo gastrocnemius
de um animal sacrificado aos quatro dias apds a inducéo de lesdo. Em A pode ser observado um
fagocito e em B é evidente a existéncia de organelos e material intracelular no espaco intersticial
assim como a existéncia de swelling mitocondrial e de um ligeiro edema intracelular difuso
(ampliacéo original A: 16.000x; B: 10.000x).
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Figura 24 Fotografias de microscopia electronica de cortes transversais do masculo gastrocnemius
de um animal sacrificado aos quatro dias (A) e de outro aos seis dias (B) apés a indugéo de lesao.
Nas duas fotografias sdo notérios nucleos centrais com evidentes nucléolos, sugestivos de um
intensa sintese proteica, e um ligeiro edema intracelular (ampliag&o original A: 8.000x; B: 12.500x).

Embora os fibrosblastos comecassem a proliferar nas fases iniciais do processo
regenerativo (cerca de dois a quatro dias pos lesdo), a sintese de fibras de colagénio s6
se tornou evidente em fases mais adiantadas do referido processo. Como se pode
verificar pela analise da figura 26 A e B, doze dias apés a indugéo de lesao foi evidente a
presenca de uma quantidade elevada de fibras de colagénio no espaco intersticial.
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Figura 25 Fotografias de microscopia electronica de um corte obliquo (A) e de um corte
transversal (B) do musculo gastrocnemius de um animal sacrificado aos doze dias (A) e de outro
aos dezasseis dias (B) apos a inducéo de lesdo. Nas duas fotografias € evidente a presenca de
grande guantidade de fibras de colagénio e a presenc¢a de um fibroblasto activo em B (ampliagdo
original A: 5.000x; B: 12.500x).
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3.4. Discusséao

Na literatura estdo descritos varios modelos de inducdo de lesédo (Lefaucheur e Sebille
1995; Rushton et al. 1997; McLoon et al. 1998; Rantanen et al. 1999) com o propésito de
estudar a evolucdo do processo regenerativo no tecido muscular esquelético. Muitos
destes protocolos experimentais, utilizados com o designio de danificar células
musculares, apresentam algumas limitacdes tais como, a existéncia de repercussdes
sistémicas, no caso particular da injec¢@o de substancias téxicas, ou de ndo permitirem o
restabelecimento das propriedades funcionais do musculo danificado, como acontece nos
transplantes musculares (Carlson 2003). Assim sendo, dadas as limitacfes inerentes a
alguns destes modelos experimentais, propusemo-nos estudar 0 processo regenerativo
ao longo de um periodo de 20 dias, recorrendo ao modelo de trauma directo (Beiner et al.
1999; Minamoto et al. 1999; Minamoto et al. 2001; Farges et al. 2002; Wright-Carpenter
et al. 2004) sobre a superficie cutdnea do musculo gastrocnemius. A nossa escolha
recaiu neste modelo experimental principalmente por ser de facil execucdo, por a sua
reprodutibilidade ter sido jA demonstrada em varios estudos experimentais (Crisco et al.
1994; Beiner et al. 1999), e pelo facto do seu efeito ser principalmente local. E ainda de
salientar que as contusdes sdo frequentemente associadas a praticas desportivas
(Minamoto et al. 1999) e, como tal, o estudo do processo regenerativo com recurso a este

modelo experimental podera ter alguma aplicabilidade.

A eficacia da agressdo ao musculo esquelético desencadeada por este protocolo foi
confirmada pelas alteracdes estruturais observadas por microscopia electrénica.
Efectivamente, logo apdés a inducdo de lesdo, pudemos observar uma perda de
continuidade do sarcolema, presenca de uma hemorragia infiltrativa com eritrocitos no
espaco intersticial, e edema intracelular, contrastando com o padrdo morfologico de
normalidade apresentado pelo grupo controlo. Embora imediatamente apos a lesdo se
possa verificar a presenca de zonas de edema intracelular, em particular na proximidade
da membrana danificada, os organelos, com destaque para as mitocondrias,
permaneceram intactos e ndo evidenciaram sinais de swelling. Nesta fase, foi ainda
visivel uma desorganizacdo miofibrilar na zona de impacto. Esta apreciacdo qualitativa
geral das alteragcdes morfologicas nas fibras musculares danificadas foi de encontro as
descritas em outros estudos experimentais que recorreram a distintos modelos de
inducdo de lesdo no musculo esquelético, nomeadamente o exercicio fisico excéntrico,

(Friden e Lieber 1998; Stupka et al. 2001), o esmagamento da fibra (Crisco et al. 1994) e
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a injeccdo de toxinas (Devor e Faulkner 1999). Huard et al. (2002) referem que o trauma
mecanico subjacente ao experimentado em alguns modelos de lesdo, como por exemplo,
0 que foi aplicado ao presente estudo, danifica a integridade da membrana plasmatica e
da lamina basal, permitindo o influxo de calcio para o interior da fibra muscular, com
repercussdes deletérias na viabilidade celular. De facto, os fendmenos de degeneracdo
intrinseca observados logo ap6s a inducdo de lesdo por esmagamento poderdo ser
explicados, pelo menos em parte, pela perda de homeostasia ao ido céalcio, dado que o
aumento da concentracao intracelular deste ido pode desencadear diversos processos de
degradacdo a nivel celular, entre os quais se destaca a activacdo das calpainas e da

fosfolipase A, (Armstrong et al. 1991; Jackson 1992).

De facto, no nosso estudo, pudemos observar o pico maximo da actividade das
calpainas, 2 dias apos a inducdo de lesdo. Uma vez que estas proteases danificam uma
grande quantidade de proteinas miofibrilares e do citoesqueleto (Ebbeling e Clarkson
1989; Saido et al. 1994; Goli et al. 2002), algumas das alteragBes qualitativas por nos
observadas, através da microscopia electrénica, como a perda de organizagdo das
miofilbrilas, com disrup¢édo das linhas Z e extensdo do seu material para as bandas |
adjacentes, poderdo ser consequéncia da activagdo destas proteases. Igualmente,
Magaudda et al. (2004) referiram que as maiores alteragfes estruturais musculares
resultantes da execucéo de exercicio fisico, estavam sobretudo centradas nas linhas Z.
Adicionalmente, ao aumento de actividade desta protease neutra nas fases iniciais do
nosso protocolo experimental, verificamos ainda, que as calpainas decrescem
acentuadamente de actividade apdés o 4° dia do processo regenerativo, voltando a
aumentar a sua actividade a partir do 10° dia. Este incremento, observado nas fases mais
avancadas do processo de regeneracdo muscular, podera estar associado com a fusao
dos mioblastos de forma a originar miotabulos, visto que as calpainas, sobretudo a m-
calpaina, parecem desempenhar um papel importante na reorganizacdo do citoesqueleto
durante o processo de diferenciagdo miobléstica (Barnoy et al. 1996; Sorimachi et al.
1997; Belcastro et al. 1998).

Dois e quatro dias apds a indugéo de leséo, foi observado, por microscopia electronica,
swelling mitocondrial. A presenca de uma elevada concentracdo do ido calcio no
sarcoplasma poderé estar, igualmente, relacionado com estas alteracdes estruturais
observadas nestes organelos celulares (figura 22B). De facto, com o incremento das

concentra¢cdes do calcio no citoplasma, é activada a fungdo de tamponamento da
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mitocdndria, de forma a manter a homeostasia celular esquelética (Armstrong et al. 1991;
Duarte et al. 1992). Este processo podera resultar, ndo s6 no swelling mitocondrial, mas
também numa diminuicdo da sintese de ATP, tornando critica a funcionalidade de todas
as ATPases existentes nas membranas celulares (Ebbeling e Clarkson 1989; Armstrong
et al. 1991).

Nesta fase inicial do nosso estudo, i.e., dois a quatro dias apés a inducdo de lesao, foi
também observado um incremento acentuado da actividade da NAG, uma importante
enzima existente nos lisossomas das fibras musculares. De facto, a degradacédo proteica
observada ap6s um estimulo lesivo, tem sido atribuida ndo s6 a proteases nao
lisossdmicas como as calpainas, mas também a enzimas lisossomicas (Armstrong et al.
1991). Em varios estudos experimentais utilizando como estimulo lesivo o exercicio
fisico, foi observado um aumento da actividade de varias hidrolases acidas, tais como a
catepsina C (Salminen 1985), a B-glucuronidase e a NAG (Vihko et al. 1978). O aumento
da actividade das véarias enzimas do sistema lisossomal muscular coincide
temporalmente com os sinais histologicos indicadores, quer da resposta autofagica das

fibras quer da resposta heterofagica de células inflamatérias (Duarte 1989).

O processo de degeneracdo extrinseca, mediado pela invasao leucocitaria dos musculos
agredidos, é caracterizado pela elevada actividade fagocitica, pela libertacdo de enzimas
proteoliticas e pela producdo acrescida de EROs; a par da estimulacdo dos processos
regenerativos, tem sido sugerido como contribuindo marcadamente para o exacerbar do
processo catabdlico (Armstrong et al. 1991; Pizza et al. 2002). Efectivamente, pudemos
observar que as alteracdes estruturais mais marcantes nos 2° e 4° dias apés a inducao
de lesdo se relacionaram com o aumento significativo da actividade de marcadores
leucocitarios, como a MPO. Pela analise dos nossos resultados verificAmos que a
actividade da MPO, embora ja apresente valores elevados no 2° dia apds lesao, é
maxima apenas por volta dos 4 dias pds contusdo. Dado a MPO se encontrar sobretudo
armazenada nos granulos azuréfilos dos neutrédfilos (Hampton et al. 1998; Arnhold 2004)
e este tipo de células polimorfonucleares serem as 1* a invadir o tecido danificado
(Lapointe et al. 2002; Pizza et al. 2002; Lokuta et al. 2003), seria de esperar que o valor
maximo de actividade desta peroxidase surgisse mais cedo. De facto, alguns estudos
experimentais (Gleeson et al. 1995; Pizza et al. 2001) demonstraram que a invaséao de
neutroéfilos se inicia dentro de 2 a 6 horas apds a lesdo e que a concentracado destas

células inflamatérias se mantém em valores acima do normal durante pelo menos 48
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horas. O facto da actividade da MPO, no nosso protocolo experimental, apresentar o
valor maximo mais tarde do que seria de esperar, podera estar relacionado com a
intensidade e severidade da lesdo induzida. Efectivamente, na literatura estéa descrito que
este tipo de estimulo contusivo e ndo invasivo danifica de forma acentuada o sarcolema,
a lamina basal e as estruturas vasculares e nervosas do musculo afectado (MacGregor e
Parkhouse 1996). Assim sendo, a libertacdo de factores quimiotaticos, quer pela fibra
lesada, quer pela matriz celular lesada, poderiam atrair durante mais tempo este tipo de
leucécitos polimorfonucleares. Outra explicacdo para os resultados encontrados, prende-
se com o facto de a MPO existir também nos granulos dos mondécitos/macréfagos,
embora em muito menor quantidade do que nos neutrdfilos (Arnhold 2004). Uma vez que
este tipo de células mononucleares surge em fases mais tardias do processo inflamatorio,
poderia contribuir, mesmo que de uma forma pouco acentuada, para 0 aumento da
actividade desta enzima.

Outro aspecto que se destaca da andlise comportamental da MPO ao longo do processo
regenerativo é o aumento da actividade que se verifica na fase final deste estudo, i.e., 20
dias apo6s a indugdo da lesdo. Uma das possiveis explicagbes para este incremento da
actividade da MPO podera resultar da invasdo de neutréfilos para remover algumas CS
ou outras delas derivadas que sofreram degeneragdo ao fim de alguns ciclos de
proliferagdo. No entanto, pelo menos do nosso conhecimento, ndo existe literatura
disponivel que suporte estas suposi¢cdes relativamente a actividade da MPO na fase final
do processo regenerativo. Também através da observacéo das preparacdoes histologicas,

nao nos foi possivel detectar a presenca deste tipo de células sanguineas.

O aumento da actividade da NAG observado nos 2 e 4 dias apés lesao, para além de ser
atribuido ao sistema lisossomal das fibras musculares, resulta também da infiltracdo de
células fagociticas durante a resposta inflamatéria. Uma vez que esta enzima lisossémica
se encontra também presente nas células inflamatérias, este aumento de actividade da
NAG podera igualmente reflectir a infiltracdo de células fagociticas, nomeadamente de
neutréfilos e de macrofagos para o interior dos tecidos lesados. Estas células
inflamatérias, ao fagocitarem os detritos celulares das fibras musculares lesadas,
contribuem significativamente para uma degeneracdo adicional do referido tecido. De
facto, a par da estimulagdo do processo regenerativo, durante o processo fagocitico os
neutréfilos e os macrofagos libertam substancias com grande potencial lesivo, como
sejam diversas enzimas proteoliticas e espécies reactivas de oxigénio e de nitrogénio,

contribuindo para o exacerbar do catabolismo proteico e da lesdo muscular esquelética
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observada durante os primeiros dias pés lesédo (Child et al. 1999; Pizza et al. 2001; Pizza
et al. 2002; Tidball 2005). Desta forma, as alterac6es morfolégicas observadas no nosso
trabalho experimental durante o periodo de invasdo leucocitaria poderdo reflectir, em
parte, o papel desempenhado por estas células fagociticas no processo de degeneracao
tecidual. Efectivamente, através da analise qualitativa obtida por microscopia electrénica,
verificAmos que dois dias apds a inducdo de lesao, as fibras musculares comecam a ser
invadidas por fagécitos que por sua vez, aumentaram em numero quatro dias apos a
inducdo de lesdo. A desorganizacao miofibrilar e desnaturacdo de proteinas contracteis,
bem como o intenso edema intracelular sdo aspectos bem evidentes no segundo e quarto

dias ap0s a leséo.

Varios estudos referem que nestas circunsténcias de lesdo muscular, os macrofagos
tornam-se predominantes 1 a 3 dias apds a lesdo e que, para além de fagocitarem as
fibras necrosadas, libertam diversas citocinas e factores de crescimento que tém um
papel determinante na activacdo das CS e de outras células stem musculares (Keller et
al. 1999; Seale e Rudnicki 2000; Hawke e Garry 2001; Morgan e Partridge 2003). Pela
andlise dos nossos resultados, recorrendo a metodologia de South Western, verificAmos
que as CS e outras células que no momento se encontrem em proliferacdo tais como,
células interticiais de origem endotelial e ndo endotelial, apresentam o seu pico maximo
de actividade entre o0 4° e 0 6° dia p0s lesdo. Assim, como foi referido no capitulo anterior,
esta metodologia fornece-nos apenas informacdo da quantidade total de células
marcadas, e ndo especificamente de células satélite.

De acordo com Goetsch et al. (2003), as células percursoras miogénicas proliferam
extensivamente nos 2 a 4 dias apds lesdo induzida com cardiotoxina, formando
estruturas ao redor das miofibras lesadas e necrosadas. No mesmo sentido, Hurme e
Kalimo (1992) referem que as CS sdo mais numerosas no 2° e 3° dia apds contusdo. De
facto, os resultados obtidos pela imunohistoquimica sdo suportados pela literatura
consultada, uma vez que a percentagem de nucleos de células satélite marcados
aumenta a partir do 2° dia e apresenta um pico maximo aos 4 dias pos leséo, diminuindo
a partir desse momento. Estas células precursoras miogénicas, ap0s proliferacao,
abandonam o ciclo celular e fundem-se, originando miotibulos imaturos ou zonas de
fibras musculares com nucleos em posicao central (Wright-Carpenter et al. 2004). Através
da andlise morfolGgica quantitativa efectuada, verificamos que a percentagem de nudcleos
marcados em posi¢do central comeca a aumentar 4 dias apos a lesdo e atingem o seu

valor maximo ao 8° dia pds trauma (tabela 5). Também a andlise qualitativa efectuada por
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microscopia electronica, evidencia a presenca de nicleos centrais a partir do 4° dia pos
lesdo, como se pode verificar pela figura 16 e 24, respectivamente. De facto, Chambers e
McDermott (1996) referem que os primeiros miotubulos comec¢am a surgir 3 a 4 dias apos
leséo e que o0 seu numero aumenta até ao décimo dia, vindo de encontro aos resultados

obtidos no nosso estudo.

Os factores de crescimento e outros mediadores libertados durante o processo de
degeneracdo muscular, para além serem mitogénicos para as CS, sdo-no também para
outros tipos celulares. De facto, os resultados obtidos por imunohistoquimica mostram
que a percentagem de nucleos marcados das células intersticiais de origem nao
endotelial, provavelmente fibroblastos, aumenta a partir do 2° dia, e apresenta o seu valor
maximo 6 dias apds a lesdo. A presenca de grandes quantidades de fibras de colagénio
no espacgo intersticial, como se pode observar na figura 25, resultante da activacdo dos
fibroblastos, comeca apenas a ser observada nas fases mais adiantadas do processo
regenerativo. De forma idéntica, por microscopia 6ptica foi observado um numero elevado
de células intersticiais, aparentemente fibroblastos, doze dias apo6s a indugdo de leséo.

Na fase final do processo regenerativo considerado no nosso estudo, verificamos um
reduzido nimero de nucleos marcados, restringindo-se praticamente a células de origem
endotelial. Também no grupo controlo, os ndcleos marcados eram sobretudo de origem

endotelial.

Convém ainda salientar que, toda a andlise qualitativa e quantitativa efectuada por
microscopia Optica foi efectuada nas zonas adjacentes a area lesada, uma vez que nas
zonas necrosadas nao sao visiveis de forma clara, os ndcleos marcados. Importa ainda
referir que na analise quantitativa efectuada, a contagem do numero de nucleos

marcados foi contabilizado por 100 fibras.

A elevada correlagdo encontrada entre o numero total de nucleos marcados por
imunohistoquimica, e a densidade O6ptica obtida por South Western vem reforgcar a
utilizacdo desta ultima metodologia na marcacdo da totalidade de células em proliferagéo.
De facto, quando se efectuou a correlacdo entre os valores de densidade 6ptica e os
nucleos discriminados de células satélite de fibras musculares em posi¢céo central e de

células endoteliais, os valores de correlagdo foram, como seria de esperar, mais baixos.
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Durante o processo de regeneracdo muscular é possivel que, adicionalmente aos
fendmenos anteriormente discutidos, ocorra também apoptose de células que apos terem
desempenhado a sua funcdo ndo sejam mais necessérias, ou de células que apos lesado
tenham sido reparadas de forma inadequada (Dee et al. 2002). De facto, no nosso estudo
verificAmos um aumento acentuado da actividade da caspase-3 nos 2° e 4° dias apos a
lesdo. Este aumento da actividade desta protease nas fases iniciais do processo
regenerativo podera estar relacionado com a inducdo do processo apoptético de células
inflamatérias. Uma vez que nos 2 e 4 dias pos lesédo o tecido muscular se encontra
invadido por fagoécitos e que a presenca massiva deste tipo de células pode ser
prejudicial para que os mioblastos prossigam o programa de diferenciacdo muscular,
entdo a eliminacdo destas células inflamatérias poderd ser fundamental para que a
regeneracdo muscular se processe com normalidade. Neste sentido, Sandri et al. (2001)
referem que a persisténcia de células inflamatérias no tecido muscular pode ser critica
para a viabilidade das miofibras. Adicionalmente, estudos in vitro mostraram que 0s
macréfagos induzem a apoptose dos neutrofilos contribuindo para a resolucdo da
resposta inflamatoria inicial (Meszaros et al. 2000). Também com recurso a estudos in
vitro, Sandri et al. (2001) mostraram claramente que 0s macrofagos sofrem apoptose
espontanea e que a presenca de mioblastos aumenta o processo apoptotico mediado
pela ligagdo do ligando Fas (FasL) ao seu receptor Fas. Desta forma, o aumento da
actividade de caspase-3 observada no nosso estudo, nos primeiros dias do processo
regenerativo poderd ter sido, pelo menos parcialmente, mediado pela via extrinseca da
apoptose, ou seja pela ligacdo do FasL ao “receptor de morte” Fas. Dado que as células
inflamatérias, de uma forma geral, expressam o “receptor de morte” Fas (Brown e Sauvill
1999) e que, quer os macréfagos quer os mioblastos expressam o ligando Fas (Brown e
Savill 1999; Sandri et al. 2001), a apoptose das células inflamatérias podera ser iniciada
pela ligacdo do ligando ao respectivo receptor. Uma vez iniciada a via extrinseca, a pro-
caspase-8 é sequestrada para a membrana celular, através da proteina adaptadora
FADD (Fas associated death domain), e esta ligagdo promove um recrutamento adicional
de mais moléculas desta pro-caspase e a sua subsequente activacdo. Uma vez activada,
a caspase-8 pode clivar a caspase-3 a qual é posteriormente translocada para o nicleo
induzindo as alteragfes morfoldgicas inerentes ao processo apoptoético (Primeau et al.
2002; Adhihetty e Hood 2003; Lawen 2003). Desta forma, a interac¢éo do ligando Fas
com o seu receptor localizado na célula alvo estimula uma cascata de eventos
intracelulares levando a indugéo da apoptose (Kiener et al. 1997). Assim sendo, e de

acordo com o que vem descrito na literatura, o aumento inicial da actividade da caspase-
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3 observado no nosso estudo, podera estar relacionado com a apoptose de células
inflamatérias, nomeadamente de neutréfilos e de macréfagos.

Adicionalmente ao aumento inicial da actividade da caspase-3, verificou-se ainda, na fase
final do nosso estudo, um incremento, embora ndo tdo acentuado, da actividade desta
enzima. Este aumento parece ocorrer apos a fase de maior proliferagdo mioblastica,
coincidindo, provavelmente, com o processo de diferenciacdo muscular. No entanto, dada
a escassez de estudos, pelo menos do nosso conhecimento, que analisem marcadores
apoptéticos durante um processo regenerativo apds inducdo de lesdo muscular
esquelética, e de no nosso protocolo a determinacdo de parametros apoptoticos se ter
efectuado no homogeneizado total de musculo, as nossas explicacdes sdo meramente
especulativas. Assim sendo, 0 aumento da actividade da caspase-3, verificado a partir do
12° dia, podera estar relacionado com a eliminacdo de mioblastos e/ou de fibroblastos
gue em numero elevado apoés a fase de extensa proliferacdo por este tipo de células. De
facto, Ruest et al. (2002a) ao verificarem que a expressdo da caspase-3 surge em
musculos adultos apenas durante o processo regenerativo, sugerem que esta enzima
podera ter um papel importante na eliminagdo de mioblastos em excesso durante o
referido processo. Ja anteriormente, Podhorska et al. (1998) tinham observado, com
recurso a microscopia electronica, a apoptose de CS ap6s um protocolo de corrida com a
duracdo de 16 horas, parecendo assim que este tipo de células miogénicas, quando em
excesso, eram eliminados por um processo de morte celular programada. Também
durante o desenvolvimento muscular, alguns estudos referem que os mioblastos que nao
conseguem abandonar o ciclo celular acabam por ser eliminados por apoptose (Kamradt
et al. 2002). Em alternativa, Fernando et al. (2002) observaram que 0 processo de
miogénese estava comprometido em ratos Knockout de caspase-3 e que a formacéo de
miotibulos foi drasticamente diminuida em culturas de mioblastos caspase 3-/-,
sugerindo que esta protease tem um papel importante no processo de diferenciacéo
muscular. Adicionalmente, os mesmos autores verificaram, com recurso a linhas
celulares de estirpes selvagens, que o aumento da actividade de caspase-3 ocorria apés
a iniciacdo da diferenciacdo muscular e que a marcacdo desta enzima por
imunohistoquimica estava associada a mioblastos em diferenciacdo e ndo a células em
apoptose. No mesmo sentido, Mogi e Togari (2003) demonstraram que a diferenciacao
osteoblastica requer a activagdo de varias caspases. Tendo em conta os factos
anteriormente descritos, 0 aumento da caspase-3 na fase final do nosso estudo podera

estar relacionado com a eliminagdo de mioblastos presentes em numero elevado apoés

79



Regeneracdo muscular esquelética

divisdo celular e/ou com o processo de diferenciagdo muscular, mediado pela activacéo

da mammalian sterile twenty-like kinase (MST1) e da MAPK (Fernando et al. 2002).

Para além de analisarmos as variagbes de um indicador geral da apoptose, como é o
caso da caspase-3, analishmos também as alteracBes na expressdo de proteinas da
familia Bcl-2, visto estas proteinas desempenharem um papel importante na regulacao da
via intrinseca da apoptose. Pela analise dos resultados do nosso estudo verificAmos que,
nos diferentes momentos apds a inducdo da lesdo, a expresséo das proteinas Bax e Bcl-
2 apresentaram comportamentos opostos, ou seja, quando a expressao da proteina Bax
se encontra elevada a proteina Bcl-2 exibe niveis baixos de expressdo e vice-versa. No
que diz respeito a expressado da proteina Bax, esta apresenta niveis elevados no 4° e 6°
dias apos inducgéo de lesdo o que podera estar relacionado com a indugéo do processo
apoptatico de células inflamatérias e de células endoteliais de vasos sanguineos. Embora
a maioria dos estudos (Kiener et al. 1997; Brown e Savill 1999; Sandri et al. 2001)
efectuados refira que a apoptose das células inflamatorias ocorre através da ligagdo do
ligando Fas ao seu receptor, i.e. pela via extrinseca da apoptose, Olivé e Ferrer (2000)
detectaram forte imunoreactividade a proteina Bax nas células fagociticas ap6s 24 horas
da injeccdo com metoclopramida. Assim sendo, a via mitocondrial, em adicdo a via
extrinseca da apoptose, podera também ter um papel importante na indugéo do processo
de morte celular de células inflamatoérias. Adicionalmente, o aumento dos niveis de Bax
podera também estar relacionado com a inducdo de apoptose de células endoteliais dos
capilares musculares. Efectivamente, Podhorska-Okolwo et al. (1998) observaram
apoptose de células endoteliais, evidenciada pela presenca de cromatina compacta e de
corpos apoptoticos, quatro dias apés a realizacao de exercicio fisico. No nosso estudo, a
proteina Bax apresentou valores elevados de expressdo aos 4 e 6 dias pés leséo,
podendo estar relacionados com fendmenos apoptéticos de células inflamatérias e,
adicionalmente, de células endoteliais dos vasos sanguineos. Nesta fase do processo
regenerativo (4 e 6 dias p6s lesdo) a proteina Bcl-2 apresenta niveis de expressao muito
abaixo dos verificados nos animais controlo, e consequentemente, a razdo Bax/Bcl-2
apresenta um incremento sugestivo da ocorréncia de fendmenos de morte celular

programada.
Nas fases finais do nosso protocolo experimental, ou seja a partir do 12° dia pés lesdo, os

niveis de expressdo da proteina Bax comecaram a aumentar de forma crescente até,

pelos menos, ao vigésimo dia. No que diz respeito a expressdo da proteina Bcl-2,
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verificdmos que se passa exactamente o inverso, i.e., decresce a partir do décimo
segundo dia. Na literatura por nés pesquisada, apenas um estudo analisa a expressao de
proteinas da familia do Bcl-2 por um periodo de 21 dias apdés a injeccdo de
metoclopramida (Olive e Ferrer 2000). Neste estudo Olivé et al. (2000) observaram que
as miofibras regeneradas, que comecaram a surgir a partir do 4° dia, mostravam um
aumento moderado de imunoreactividade para a proteina Bax até ao 21° dia e, em
oposicao, estas fibras musculares ndo apresentavam marcacao para a proteina Bcl-2. Ao
observarem, ainda, que as fibras musculares regeneradas ndo apresentavam
caracteristicas morfologicas tipicas do processo apoptético, 0s mesmos autores
sugeriram que a expressao das proteinas pré-apoptoticas possa nédo ter qualquer relacao
com a inducdo de morte celular mas sim com o processo de regeneragdo muscular
esquelética. No nosso estudo, verificamos um incremento bastante acentuado da
proteina pro-apoptética Bax na fase final do protocolo o que, de acordo com Olivé et al.

(2000), parece sugerir a sua participagdo na regeneracdo muscular das fibras lesadas.

No nosso ponto de vista, parece-nos que esta area de investigacéo, englobando o estudo
de fendbmenos apoptéticos no decurso de um processo de regeneracdo muscular, esta
ainda pouco explorada e, como tal, serdo necessarios mais trabalhos experimentais para
verificar qual o tipo de células que esta, eventualmente, a sofrer apoptose e, também,
para tentar desvendar o momento exacto em que esses fendmenos de morte celular

programada ocorrem nos diferentes tipos celulares.
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IV. Plasticidade muscular esquelética

4.1. Revisao da literatura

4.1.1. Heterogeneidade das fibras musculares

O musculo esquelético € composto por uma grande variedade de fibras com
propriedades morfolégicas, bioquimicas e funcionais especificas sendo, por isso,
considerado como um tecido extremamente heterogéneo (Torgan e Daniels 2001). Esta
diversidade de fibras musculares resulta do facto de muitas das proteinas miofibrilares,
como € o caso das miosinas, poderem ser expressas sob varias isoformas (Pette 2002).
No caso especifico das isoformas das cadeias pesadas de miosina (MHCs), pelo facto de
possuirem um local de ligacdo ao ATP, surgem como determinantes nas propriedades
funcionais do musculo no qual elas sdo expressas, sendo frequentemente utilizadas
como marcadores para delinear o tipo de fibra muscular (Bigard et al. 1996; Pette e
Staron 2000; Baldwin e Haddad 2002).
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No musculo esquelético de roedores adultos, pode-se encontrar quatro tipos distintos de
fibras musculares com base na funcionalidade muscular, nomeadamente um tipo de
fibras de contraccgao lenta, ou tipo |, e trés tipos de fibras de contracgao rapida ou tipo Il
(Sullivan et al. 1995; Pette e Staron 2000). As fibras de contracgédo lenta ou tipo |
expressam a isoforma MHCI (ou MHCp) e, do ponto de vista funcional, possuem baixa
actividade da ATPase apresentando, consequentemente, menor velocidade de
encurtamento. Este tipo de fibra produz menor tensao especifica em comparagdo com as
fibras de contraccdo rapida sendo, no entanto, mais eficiente (Schiaffino e Reggiani
1996). No que diz respeito as caracteristicas morfoldgicas, as fibras tipo | surgem com
uma colorac¢ao vermelha resultante da alta concentragdo de mioglobina e da presenga de
um grande numero de capilares, o que contribui para a sua elevada capacidade oxidativa
(Scott et al. 2001; Spangenburg e Booth 2003). Relativamente as fibras de contracgao
rapida, estas podem ser subdivididas em fibras do tipo lla, lIx/d e llb, de acordo com a
expressao das isoformas de MHC IIA, [IX/D e IIB, respectivamente. As fibras de
contracgao rapida degradam rapidamente o ATP, o que lhes confere uma maior
velocidade de contraccdo muscular, sendo fundamentalmente mobilizadas nos
movimentos rapidos durante os esfor¢cos de alta intensidade. Estas fibras sdo menos
eficientes do que as fibras de contracgado lenta, ocorrendo um maior gasto energético
durante a execucio de determinada funcao (Talmadge e Roy 1993). Em relagado ao perfil
metabdlico, as fibras Illb e lIx/d utilizam essencialmente o metabolismo glicolitico,
enquanto que as fibras lla apresentam os dois tipos de metabolismo (oxidativo e
glicolitico) (Hughes et al. 1999). Adicionalmente, durante o desenvolvimento muscular,
pode-se observar a expressao das isoformas de MHC embrionaria e neonatal (Lyons et
al. 1990; Schiaffino e Reggiani 1996). Estas duas isoformas, caracteristicas do periodo
embrionario e fetal, surgem também no musculo adulto associadas aos processos de

regeneracdo muscular (Allen et al. 2000).

Para além das fibras que contém apenas uma das isoformas MHC, o musculo adulto
apresenta ainda uma quantidade apreciavel de fibras hibridas, caracterizadas pela co-
expressao de duas ou mais isoformas de MHC (Andersen et al. 1999; Pette 2002; Rosser
e Bandman 2003). Estes tipos de fibras sao classificados de acordo com as combinagodes
entre diferentes isoformas de MHC, por exemplo a fibra tipo I/lla expressa
simultaneamente as isoformas MHCI e MHCIla (Pette 2002). As fibras hibridas podem
ser observadas com frequéncia, em processos de transformacido, podendo mesmo

exceder a quantidade de fibras puras presentes (Pette e Staron 1997; Pette et al. 2002).
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Assim, actualmente, o conceito de homogeneidade de fibra muscular comecga a ser posto
em causa, devido a presencga, no musculo maturo, de grande quantidade de fibras que

expressam mais do que uma isoforma de MHC.

No entanto, ndo so as isoformas de MHC contribuem para a heterogeneidade das fibras
musculares. Efectivamente, outras proteinas musculares igualmente expressas em
distintas isoformas, desempenham um papel importante na heterogeneidade fenotipica
do tecido muscular esquelético (Wu et al. 2003). Segundo Shiaffino e Reggiani (1996),
quase todas as proteinas envolvidas na contracgdo muscular, e.g., MHC, miosinas de
cadeia leve (MLC), troponinas I, T e C, actinina, proteina C e a-actina, sdo expressas em
pelo menos duas isoformas, tanto nos musculos de contraccdo rapida, como nos
musculos de contracc¢do lenta. Desta forma, a multiplicidade de isoformas de miosinas,
bem como de outras proteinas miofibrilares, constitui a base molecular para a diversidade

de fibras encontradas no tecido muscular esquelético (Pette 2002).

Uma vez que a miosina constitui mais de 40% do total de proteinas expressas no
musculo esquelético (Allen et al. 2000; Merrifield e Atkinson 2000), e que as suas
subunidades sado expressas em distintas isoformas, a maioria dos estudos reporta-se as
suas isoformas para caracterizar as alteragdes funcionais ocorridas a nivel muscular
(Sugiura et al. 1992; Adams e Baldwin 1995; Esser e White 1995; Williamson et al. 2000;
Pette et al. 2002). A miosina hexamérica € uma proteina com um peso molecular
relativamente elevado (cerca de 500 KDa), constituida por 2 cadeias pesadas idénticas
(de 170-240 KDa cada) e quatro cadeias leves ndo idénticas (de 16-23 KDa cada),
designadas de reguladoras (MLC2) e de essenciais (MLC1 e MLC3) (Kendrick-Jones et
al. 2001). Efectivamente, cada uma das cadeias pesadas de miosina combina-se com
duas cadeias leves, uma essencial ou alcalina e outra reguladora ou fosforilavel
(Gonzalez et al. 2002). A combinagao especifica de isoformas de MHC com isoformas de
MLC resulta em distintas moléculas de miosina, frequentemente designadas de
isomiosinas, apresentando diferentes propriedades funcionais (Pette 2002; Stevens et al.
2004). No musculo esquelético de coelho e de rato, as isoformas de MHCI associam-se
as isoformas lentas de MLC reguladoras (MLC2s) e as essenciais (MLC1sa ou MLC1sb).
De forma idéntica, as isoformas de MHCII combinam-se com isoformas de MLC rapidas,
nomeadamente as reguladoras (MLC2f) e as essenciais (MLC1f e MLC3f) (Jarva et al.
1997; Bottinelli e Reggiani 2000). As MLCs existentes no musculo esquelético, embora

nao sejam essenciais para a actividade enzimatica da miosina, sdo importantes para as
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propriedades contracteis das fibras musculares (Saitoh et al. 1999; Wahrmann et al.
2001; Gonzalez et al. 2002). O papel desempenhado pelas MLCs na velocidade maxima
de encurtamento das fibras (Vmax) foi sugerido apds a observagdo de que a Vmax é
mais elevada em fibras contendo grandes quantidades da isoforma MLC3f (Wada et al.
2003). Neste sentido, Wada et al. (2003) sugeriram que a variabilidade da Vmax,

observada nas fibras tipo I, é atribuida parcialmente as isoformas alcalinas de MLC.

4.1.2. Plasticidade muscular

As fibras musculares sdo estruturas dindmicas capazes de alterar o seu fendtipo em
resposta a estimulos mecéanicos, neuronais ou hormonais (Pette e Staron 2000; Stevens
et al. 2004). No entanto, esta maleabilidade muscular de resposta a estimulos variados
nao € exclusiva das fibras musculares, surgindo também alteragbes nas estruturas que
Ihes estao associadas, nomeadamente nas terminacdes nervosas, nos capilares e no
tecido conjuntivo (Fluck e Hoppeler 2003).

A capacidade que o musculo esquelético apresenta de modular o seu fendtipo em
resposta a exigéncias funcionais ou a lesédo é especifica do estimulo imposto (Smith et al.
1999). Efectivamente, numerosos estudos tém demonstrado que o aumento da actividade
neuromuscular ou de sobrecarga, i.e., a estimulagao crénica de baixa frequéncia, o treino
de resisténcia, o treino de forgca e a sobrecarga de um musculo por remog¢do de um
musculo sinergista, resultam num aumento da proporcéo de fibras de contraccao lenta
em detrimento das fibras de contraccdo rapida (Talmadge 2000; Pette 2002). Em
oposicdo, a diminuicdo da actividade neuromuscular ou auséncia de carga, i.e., a
desnervagao, o isolamento da espinal-medula, a suspensdo dos membros traseiros, a
imobilizacdo e o voo espacial, conduzem a um aumento percentual de fibras de
contracgdo rapida em prejuizo das fibras de contrac¢do lenta (Pette e Staron 1997,
Saitoh et al. 1999; Talmadge 2000; Pette 2002). Em adi¢gdo aos estimulos neuronais e
mecanicos, também as alteracbes nos niveis de hormonas, especialmente da hormona
tiréideia, podem influenciar a transformacao das isoformas de miosinas (Caiozzo et al.
1997; Merrifield e Atkinson 2000).

A estimulagido crénica de baixa frequéncia (ECBF), dada a sua alta reprodutibilidade,

constitui uma das metodologias experimentais mais utilizadas com o intuito de aumentar

a actividade neuromuscular (Pette e Vrbova 1999; Putman et al. 2001). Pette et al. (2002)
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mostraram que a ECBF do musculo EDL de rato, predominantemente constituido por
isoformas de MHCIIB, induziu transformacdes sequenciais para isoformas de MHC IIX/D
e llIA, nao tendo sido detectada a presenca da isoforma de MHCI. De facto, resultados
idénticos foram obtidos num outro estudo (Jarvis et al. 1996), o qual, para além de
observar o mesmo tipo de transformacgdes fenotipicas, verificou que a sobre-expressao
da isoforma MHCI ocorria apenas quando era aumentado o tempo diario da estimulagao
de baixa frequéncia. Pette et al. (2002), referiram ndao sé uma diminuicdo ou mesmo
auséncia da expressao da isoforma de MHCI apés ECBF, como verificaram, ainda, a
ocorréncia de um aumento significativo da expressao desta isoforma de MHC quando um
processo de degeneragcao (induzido por injeccdo de bupivacaina) e subsequente
regeneracdo do musculo EDL precedia a estimulagdo crénica de baixa frequéncia. Estes
autores constataram ainda, que a sobre-expressdo de MHCI se restringia as fibras
regeneradas, sugerindo, desta forma, a possivel participacdo de CS na expressao desta
isoforma de MHCI. Ja anteriormente, Takahashi et al. (1993) salientaram a contribuicdo
de CS nas transformacgdes fenotipicas de fibras tipo Il em fibras tipo I. Também Putman
et al. (2000) observaram que a ECBF de musculos EDL de ratos Wistar, conduziu a um
aumento de proliferacido e diferenciacdo de CS, bem como a um incremento da
expressao da isoforma de MHC embrionaria. Estes autores referiram, ainda, que o
aumento do conteldo mionuclear das fibras de contracgao rapida causado pela fusao
destas células percursoras, poderia contribuir para as alteragdes fenotipicas observadas
apo6s a ECBF.

As transformagdes na expressdao das isoformas de MHC sdo acompanhadas por
alteragbes sequenciais das isoformas de MLC rapidas para isoformas de MLC lentas,
resultando num elevado numero de isomiosinas (Leeuw e Pette 1996). Os escassos
trabalhos experimentais que avaliam as alteragdes de MLC induzidas por este tipo de
estimulo baseiam-se, essencialmente, nas modificacdes do grau de fosforilagdo das
MLC2. De facto, Klug et al. (1982) observaram que musculos de coelhos sujeitos a ECBF
apresentavam uma reducao na fosforilacdo das isoformas de MLC2. Os resultados deste
estudo vao de encontro a nogdo de que a ECBF induz transformagdes de fibras de
contracgao rapida em fibras de contraccao lenta e mostra, também, que as fibras tipo |
apresentam um nivel inferior de fosforilagdo comparativamente as do tipo Il (Bozzo et al.
2003).
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Skorjanc et al. (1998) observaram que, para além das alteragbes nas isoformas de
miosina observadas apds ECBF, ocorreram também modificacbes no perfil metabdlico
das fibras musculares, nomeadamente um decréscimo de actividade de enzimas
glicoliticas e um incremento da actividade de enzimas oxidativas a nivel mitocondrial. Por
seu lado, Hood et al. (1989) constataram que a ECBF conduziu a um aumento de cerca
de 5 vezes a actividade da citrato sintetase e a uma redugdo de 50% da actividade da
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Alguns estudos referem ainda que as alteragbes
funcionais desencadeadas pelo aumento da actividade contractil associada a ECBF sao
qualitativamente similares as encontradas em protocolos de treino de resisténcia.
Efectivamente, Demirel et al. (1999) verificaram que o aumento na duracdo do treino
diario resultou em transformagdes de maior magnitude de fibras de contracgao rapida em
fibras de contracgao lenta, nos musculos soleus, EDL e plantaris de rato. Howald et al.
(1985) mostraram, ainda, que individuos sujeitos a um treino de resisténcia com a
duragao de 6 semanas apresentavam um aumento do volume mitocondrial em todos os
tipos de fibras musculares, embora o incremento fosse mais notério nas fibras tipo lla.
Wada et al. (2003) observaram em ratos Wistar, apds a realizagdo de um protocolo de
exercicio de resisténcia com a duragao de 10 semanas, ndo so alteracbes na expressao
das isoformas de MHC, mas também nas isoformas de MLC. Os resultados deste estudo
mostraram que as transformagdes nas isoformas, quer de MHC, quer de MLC, se
restringiam apenas aos subtipos de contraccdo rapida. As alteragbes observadas
consistiram num decréscimo da expressao da isoforma MHCIIB, num incremento da
isoforma de MHCIID e de MHCIIA, num ligeiro aumento da isoforma de MLC1f e numa
diminuicdo acentuada da isoforma de MLC3f. Uma vez que as fibras tipo IIb apresentam
uma maior afinidade para a isoforma MLC3f comparativamente as fibras tipo Ild e lla
(Wada e Pette 1993), o decréscimo observado relativamente a isoforma MLC3f podera

estar relacionado com a inerente diminuicdo da expressao da isoforma de MHCIIB.

O treino de alta intensidade parece induzir um aumento do volume miofibrilar e, assim,
melhorar a capacidade da fibra em produzir forca. Kadi e Thornell (2000), sugerem que
apo6s dez semanas de treino de forga, as miofibras necessitam de mionucleos adicionais
para suportar a hipertrofia muscular. Ja estudos anteriores tinham demonstrado o
aumento do numero de mionucleos, apds sobrecarga de musculos de gato (Allen et al.
1995) e de rato (Roy et al. 1999). Mais ainda, Kadi e Thornell, (2000) sugerem que o
aumento de proliferagao e incorporacdo de CS nas fibras musculares existentes podera

estar subjacente ao processo de hipertrofia decorrente da realizagdo de um treino de
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forca. Adicionalmente, a fusdao de CS intersticiais resulta na formacao de novas fibras de
reduzidas dimensodes e que expressam isoformas de MHC embrionaria e neonatal (Kadi e
Thornell 1999). Adicionalmente ao processo de hipertrofia, Adams et al. (1993)
verificaram que o treino de forga em humanos conduziu a uma sobre-regulacéo das
isoformas de MHCIIA e, eventualmente, das isoformas de MHCI, enquanto que a

expressao da isoforma de MHCIIX se apresentou sob-regulada.

A conversao de fibras musculares é também frequentemente observada em modelos com
inerente decréscimo da carga mecanica, bem como, na diminuicdo da actividade
contractil (Stevens et al. 1999). Varios estudos (Allen et al. 1996; Talmadge et al. 1996)
tém demonstrado que em animais sujeitos a modelos experimentais com recurso a
auséncia de carga, ocorrem transformacdes reversiveis nas isoformas de MHC (I- lla —
[ld(x) — Ilb). Talmadge et al. (1996) mostraram, no musculo soleus de ratos Wistar
sujeitos, durante um periodo de 14 dias, a uma suspensao dos seus membros traseiros
ou a voo espacial, um aumento na proporgao de fibras rapidas em detrimento das fibras
lentas. Estes autores observaram, ainda, a presenca de uma grande proporgao de fibras
hibridas em ambos os modelos. De forma idéntica, Talmadge et al. (1995) verificaram,
apos trinta dias de isolamento da espinal medula, a presencga de multiplas fibras hibridas

e um aumento das isoformas de MHCIIA e IID/X com detrimento das isoformas MHCI.

Estudos mais recentes, utilizando como modelo de auséncia de carga a suspensdo do
membro traseiro, ndo se restringiram apenas ao estudo das alteragbes das isoformas de
MHC, mas também as alteracdes do perfil das isorformas de MLC. Stevens et al. (2000),
apoés terem submetido durante um periodo de 14 dias ratos Wistar a suspensao dos seus
membros traseiros, verificaram que no musculo gastrocnemius as transformacotes
fenotipicas das isoformas de MHC se confinaram apenas as fibras de contracgao rapida,
i.e., ocorreu um aumento acentuado das isoformas MHCIIB e de MHCIID/X, em
detrimento da isoforma MHCIIA. Relativamente as isoformas de MLC, as alteragdes
observadas foram praticamente exclusivas das isoformas de MLC alcalinas ou
essenciais, i.e., ocorreu um incremento acentuado das isoformas de MLC1f e MLC3f e
um decréscimo da isoforma MLC1s. A elevada afinidade da isoforma MLC3f para as
isoformas MHCIIB e MHCIID/X justifica o aumento significativo desta isoforma de MLC.
Utilizando o mesmo modelo experimental acima descrito, Bozzo et al. (2003), verificaram

que, concomitantemente a transformacado de fibras de contrac¢ao lenta em fibras de
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contracgao rapida, ocorreu no musculo soleus um aumento do grau de fosforilagdo, quer

da isoforma MLC2s, quer da isoforma MLC2f.

4.1.2.1. Vias de sinalizacdo envolvidas nas alteracdes fenotipicas do tecido

muscular esquelético

A conversao de fibras musculares representa um processo altamente coordenado de
regulacdo genética (Pette e Staron 2000). Numerosas vias de sinalizagdo, incluindo
proteinas citoplasmaticas e factores de transcricdo, funcionam como potenciais
reguladores da expressao genética no musculo esquelético (Seward et al. 2001; Fluck e
Hoppeler 2003). Neste contexto, a re-programacao nuclear, via moléculas de sinalizagéo,
podera funcionar como um evento importante na plasticidade muscular podendo estar na
base das adaptacbes observadas a nivel do turnover proteico, tipo de miosina e,

eventualmente, na manutengao da razado nucleo:citoplasma (Fluck e Hoppeler 2003).

As vias do Ca?*-calmodulina/calcineurina, do MAPK e da AMPK e a via que engloba os
membros da FRMs, parecem ter um papel importante, embora ndo exclusivo, na
regulacdo da expressao genética e, consequentemente, nas alteracbes musculares
esqueléticas apds determinado tipo de estimulos. De facto, desde ha muito tempo que se
especula acerca do papel do ido calcio na conversao de fibras rapidas para lentas (Pette
2002). Uma das vias que tem sido implicada é a via do Ca?*-calmodulina/calcineurina
(Chin et al. 1998). A calcineurina é uma fosfatase dependente do Ca®*-calmodulina, que é
activada pelo aumento dos niveis intracelulares de calcio promovendo a desfosforilagao
do factor de transcricdo NFAT (nuclear factor of activated T-cells) e a sua translocagao
para o nucleo (Torgan e Daniels 2001). Uma vez no nucleo, o NFAT liga-se a nucleétidos
especificos da regido promotora e a sequéncias enhancer existentes nas regides
reguladores de genes que codificam proteinas caracteristicas das fibras de contracgéo
lenta (Wackerhage e Woods 2002). Varios estudos experimentais tém sido desenvolvidos
com o intuito de analisar o papel da calcineurina nas transformagdes fenotipicas
musculares esqueléticas. De facto, Naya et al. (2000), verificaram que fibras de ratos
transgénicos expressando calcineurina activa, apresentavam uma sobre-regulagéo de
genes que codificam a MHCI e uma sob-regulacdo dos genes correspondentes a MHC
rapidas. De forma idéntica Bigard et al. (2000) constataram que os musculos soleus de

ratos tratados durante um periodo de 3 semanas com ciclosporina A (um inibidor da
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calcineurina) exibiam uma redugédo acentuada da expressdo de MHCI. Contudo, num
estudo desenvolvido por Swoap et al. (2000), foi observado que a calcineurina pode
também aumentar a expressao de alguns genes especificos das fibras de contracgao
rapida. Efectivamente, estes estudos sao undnimes acerca da importancia da
calcineurina na regulagdo da expressao fenotipica do musculo esquelético. No entanto,

parece nao existir muita concordancia sobre a forma como intervém neste processo.

Um aumento da actividade muscular provoca perturbagbes agudas, quer do ambiente
fisico, quer dos constituintes quimicos, sugerindo que factores mecanicos e metabdlicos
funcionem como sinais com responsabilidade nas adaptagdes fenotipicas subjacentes ao
exercicio fisico (Hoppeler e Fluck 2002). Os factores mecanicos podem interagir com
integrinas do citoesqueleto, resultando na activagdo da via de sinalizagcdo da MAPK
(Aronson et al. 1997). O papel dos factores mecanicos na activacdo desta via de
sinalizagdo é suportado por estudos in vivo, que demonstram poderem estes factores
modelar a indugdo da transcrigcdo dos genes c-jun e c-fos (Hoppeler e Fluck 2002).

As MAPK séao cascatas de cinases que utilizam a fosforilagdo proteica como mecanismo
de sinalizacdo (Wackerhage e Woods 2002). Efectivamente, as MAPKs podem activar
por fosforilagdo, numerosas proteinas citoplasmaticas como a p90 ribosomal S6 kinase
(RSK) e a fosfolipase A, (Aronson et al. 1997). Adicionalmente, esta via de sinalizagdo
esta directamente implicada na fosforilcao de diversos factores de transcricao nucleares,
de que sdo exemplo o c-myc, o c-fos e a Elk-1 (Yu et al. 2003).

Nas células dos mamiferos, existem pelo menos 3 vias distintas, mas relacionaveis, de
cascatas de MAPK, i.e., a ERK (extracellular signal-regulated protein kinase) a JNK (Jun
N-terminal kinases) e a p38 (Wackerhage e Woods 2002; Yu et al. 2003). Embora estas 3
vias de sinalizacao sejam activadas em resposta ao exercicio fisico, a maioria dos
trabalhos experimentais incide principalmente no estudo da via MAPK/ERK (Nader e
Esser 2001; Shefer et al. 2002; Haddad e Adams 2004). Segundo Shefer et al. (2002) a
activacdo desta via de sinalizagdo parece ter um papel importante na regulagdo dos
genes envolvidos no ciclo celular e, consequentemente, na proliferagao celular. Por
exemplo, a activagdo da ERK2 tem sido referida como indispensavel para a expressao da
ciclina D1 e, dessa forma, promover a proliferacao celular.

Também varias perturbacdes metabdlicas, inerentes a protocolos de exercicio fisico de
alta intensidade, tais como, a diminui¢do do pH e da pressao de oxigénio, e o aumento da
concentracdo celular de adenosina monofosfato (AMP) e da produgdo de EROs, podem

estar envolvidas no controlo da expressao genética muscular (Fluck e Hoppeler 2003).
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Efectivamente, Pette et al. (2002) referem que alteragdes no potencial de fosforilagao do
ATP poderao resultar na activagdo da 5° AMP-activated protein kinase (AMPK), uma
importante via de sinalizacdo ligada ao controlo da expressdo genética muscular. A
activacdo desta via tem sido, assim, relacionada com adaptag¢des metabdlicas como o
aumento da actividade de enzimas mitocondriais € aumento nos transportadores de
glicose (Winder 2001). Pette et al. (2002), referem ainda que a activagcao da via AMPK
por ECBF induz uma re-programacao ao nivel de proteinas metabdlicas envolvidas no

metabolismo glicolitico e oxidativo.

Embora estas vias de sinalizacdo tenham um papel importante na regulagcdo da
expressao genética do tecido muscular esquelético, parecem, contudo, nao explicar por si

s6 todos os fendmenos subjacentes a plasticidade muscular.

4.1.2.2. Células stem e plasticidade muscular

As células stem sao células indiferenciadas presentes em tecidos especializados. Estas
células podem ser frequentemente encontradas na medula éssea, no sangue, no cérebro,
na espinal-medula, no musculo esquelético, no epitélio da pele, na cérnea e na retina, no
figado e no tracto gastrointestinal. A sua principal fungcéo é manter a actividade funcional
tecidual, substituindo células que sdo lesadas ou destruidas (Zammit e Beauchamp
2001). Desta forma, o tecido muscular esquelético constitui um exemplo adequado de

tecido que, para a sua manutencgao, necessita de uma populagao de células stem.

Durante varios anos persistiu a nogdo de que as células stem existentes nos tecidos
adultos eram unipotentes, diferenciando-se apenas no tipo celular ao qual estavam
associados. Contudo, varios estudos recentes tém demonstrado a pluripotencialidade
deste tipo de células percursoras, uma vez que quando sao expostas a novos ambientes
possuem a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares (Lagasse et al. 2000).
Por exemplo, diversos trabalhos experimentais tém demonstrado a capacidade que as
células hematopoiéticas possuem de se diferenciarem em células neuronais, em
cardiomiocitos, em células musculares e em hepatdcitos (para refs ver Zubair et al. 2002).
Também células stem derivadas do sistema nervoso central, apés serem transplantadas,
parecem ser capazes de se diferenciar em células hematopoiéticas e em células

musculares esqueléticas (Asakura 2003).
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Estudos semelhantes tém sido efectuados com células isoladas do tecido muscular
esquelético. De facto, trabalhos experimentais utilizando culturas de CS demonstraram
que este tipo de células percursoras musculares sdo capazes de se diferenciar em
ostedcitos ou em adipdcitos, apds tratamento com proteinas morfogénicas do osso
(BMPs) ou com indutores adipogénicos (como os acidos gordos), respectivamente
(Asakura et al. 2001). Desta forma, a nogcédo de que as CS sao unipotenetes, capazes de
se diferenciar apenas em células da linhagem miogénica tem sido posta em causa quer
pelos trabalhos desenvolvidos por Asakura et al. (2001), quer por trabalhos posteriores
dentro do mesmo ambito (Wada et al. 2002).

Da mesma forma, a ideia de que o processo de regeneragdo muscular esquelético se
processa exclusivamente a custa da populacdo de CS que se encontra associada, tem
sido alterada através da constatagao de que o tecido muscular esquelético contem varias
populagdes de células stem (Asakura et al. 2002; Asakura 2003; Huard et al. 2003; Peng
e Huard 2004). De facto, segundo Asakura et al. (2003), no musculo esquelético em
adicdo as CS, existe uma populagdo heterogénea de células stem, frequentemente
designada de side population (SP). Gussoni et al. (1999) referem, ainda, que uma fracg¢ao
das células stem SP apresenta potencial hematopoiético, ou seja, exibe marcagao
positiva com o anticorpo CD45. De acordo com estes investigadores, esta populacao de
células stem, com caracteristicas hematopoiéticas, quando injectada de forma
intravenosa em ratos submetidos a radiacdes, tem a capacidade de contribuir para a
regeneragao dos musculos afectados.

Embora a responsabilidade do processo regenerativo seja principalmente, das células
stem presentes no tecido muscular, células stem derivadas de outros tecidos podem

contribuir, ainda que parcialmente, no referido processo (Peng e Huard 2004).

A participacdo das células satélite e de outras células stem musculares no processo de
regeneracdo apdés um estimulo nocivo, tem sido largamente descrita na literatura
(McCormick e Thomas 1992; Kadi e Thornell 2000; Thornell et al. 2003). Nestes estudos,
foi claramente demonstrado que as células stem, apés diferenciacao, se fundem, ou entre
si ou com as fibras adjacentes, adicionando mionucleos e, consequentemente, material
genético, de forma a manterem constante a razdo nucleo:citoplasma. Também a
expressao de isoformas de miosina, caracteristicas do periodo embrionario e fetal, i.e.,
MHC emb e MHC fetal, detectada frequentemente em musculos regenerados, parece ser
uma consequéncia da adicdo de mionucleos, uma vez que os musculos maturos nao

expressam este tipo de isoformas (Baldwin e Haddad 2001). Adicionalmente, a
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observacdo de fibras em aparente spliting em musculos sujeitos a processos de
degeneracao e consequente regeneracao, podera reflectir a fusdo incompleta, por parte

destas células percursoras, as fibras musculares adjacentes (Appell et al. 1988).

A vasta literatura existente sobre a participagdo das células percursoras miogénicas no
processo de regeneragdo muscular ndo relaciona, no entanto, este tipo celular com os
fendmenos de plasticidade muscular. De facto, sdo escassos, e muitas vezes
contraditérios, os trabalhos experimentais que investigam o papel das células stem
musculares em fendmenos de conversao de fibras musculares. Os estudos existentes
recorrem ao uso de radiagdes com o propdsito de inibir a proliferacdo das CS e de outras
células stem existentes no tecido muscular (Rosenblatt et al. 1994; Phelan e Gonyea
1997; Adams et al. 2002). Por exemplo, Rosenblatt et al. (1994) submeteu musculos EDL
a sobrecarga, por remocdo do musculo sinergista, com posterior exposicdo a uma
radiacdo de 25 Gy. Neste estudo, estes investigadores verificaram que os musculos em
questao nao sofriam fendmenos de hipertrofia nem adicdo de novos mionucleos, mas
apresentavam alteragcdes na expressao fenotipica a nivel das isoformas de MHC. Um
estudo idéntico, desenvolvido por Adams et al. (2002), utilizando quer o mesmo estimulo
lesivo, quer a mesma quantidade de radiacéo, constatou que, para além da auséncia de
hipertrofia muscular, se verificaram maiores alteragdes fenotipicas nos musculos
submetidos a radiagdo. Da mesma forma, para Allen et al. (1999), o facto da radiacao
gama inibir a proliferagdo das células percursoras miogénicas e nao impedir as
transformacoées de fibras musculares apdés os musculos serem submetidos a estimulacéo,
sugere que a adicao de mionucleos via CS nao funciona como um pré-requisito para que
ocorram alteragdes nas isoformas de MHC. Mais ainda, estes autores atribuem
exclusivamente aos mionucleos existentes nas fibras diferenciadas, as transformacgoes
fenotipicas observadas apds o tecido muscular ter sido submetido a um estimulo lesivo.
Contudo, um estudo desenvolvido por Phelan e Gonyea (1997) refere, de forma explicita,
que a radiacdo inibe apenas parcialmente a proliferacdo das CS, e nao previne a
expressao de isoformas de MHC embrionarias apods agressao muscular. Também
Mozdziak et al.(1996) constataram, in vivo e in vitro, que uma dose de radiacdo de 25 Gy
nao inibe na totalidade a proliferacdo de CS. A identificacdo de populagdes de células
stem que sao resistentes a radiacdo (Morgan e Partridge 2003) e a participagdo em
fendmenos de regeneragcdo muscular por parte de células stem extramusculares (Ferrari
et al. 1998), leva a questionar sobre a hipotética participagdo por parte deste tipo de

células em fendmenos de adaptagao muscular.
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Uma vez que os trabalhos que utilizam a radiagado como meio de inibicdo de células em
proliferacdo, sao controversos e, desta forma, ndo tornam claro o papel quer dos
mionucleos, quer das CS nos fendmenos de plasticidade muscular, neste estudo tornou-
se necessario a utilizacdo de outro meio de inibicdo da proliferagao celular, a colchicina.
Este, € um farmaco anti-neoplasico que inibe a polimerizagcdo microtubular e, dessa
forma, bloqueia a replicagao celular em fase M do ciclo celular (Khan 1995; Jordan 2002;
Jordan e Wilson 2004).

Assim sendo, este trabalho experimental teve como objectivo principal verificar quais as
alteragbes fenotipicas que se observam apods indugdo de lesdo em animais com e sem
administracado de colchicina. De forma a alcancgar o objectivo proposto, foram delineados
dois objectivos especificos:

a) comparar o grau de proliferacao celular apos lesdo muscular

b) verificar as alterages fenotipicas, quer das isoformas de MHC (MHCIIA, MHCIIX/D e
MHCIIB) e das isoformas de MLC (MLC1f, MLC3f e MLC2f), quer de proteinas

metabdlicas (piruvato cinase e enolase)
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4.2. Material e Métodos

A - Protocolo experimental

Cento e trinta e dois ratinhos machos de 8 semanas de idade da estirpe Charles River
CD1 e com um peso médio entre 35 e 40 gramas foram colocados em gaiolas (2 animais
por gaiola) e aleatoriamente distribuidos em dois grupos: um grupo tratado com
colchicina [3 x 0,1 ml de uma solugdo de 0,5 mg de colchicina (C-9754 Sigma) /Kg de
peso] (n=66) (Pietsch 1961) administrada i.p., € um grupo nao tratado com colchicina ao
qual foi igualmente administrada via i.p. uma solugéo salina placebo (0,9% de NaCl) nas
mesmas condi¢cbes (n=66). Os animais de ambos os grupos foram submetidos a um
estimulo traumatico de acordo com o descrito no capitulo anterior. Sucintamente, a lesao
muscular foi induzida pela queda de uma esfera metalica através de um tubo cilindrico
sobre uma outra esfera colocada em contacto directo com a superficie cutdanea do
musculo gastrocnemius da pata esquerda do rato (Wright-Carpenter et al. 2004). A pata
direita do animal nao sofreu qualquer tipo de lesao, sendo utilizada como controlo. Tendo
em conta os diferentes subgrupos experimentais, o sacrificio dos animais foi efectuado
imediatamente e 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias apds a inducao da lesdo (n=6

para cada subgrupo).

Todos os animais do grupo com colchicina foram injectados com o farmaco anti-
neoplasico, imediatamente, 2 e 4 dias apds a inducido de lesdo. Quarenta e oito horas
antes do sacrificio, os animais tratados com colchicina ou com solugao placebo foram
injectados com 50mg de BrDu/Kg de peso (B-9285 Sigma).

Todos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo-lhes retirado o
musculo gastrocnemius, para analise bioquimica. Trés musculos de cada subgrupo, de
ambos 0s grupos experimentais, foram utilizados de imediato para a extraccdo do DNA.
Os restantes musculos de cada subgrupo foram divididos de forma simétrica e
longitudinal e os fragmentos resultantes foram congelados para posterior separacao de

proteinas por electroforese monodimensional e bidimensional.

Todos os procedimentos seguiram as especificagdes e as recomendagdes do National

Institute of Health (NIH) Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

96



Plasticidade Muscular Esquelética

A.l. - Avaliacdo de células mitoticamente activas por South Western

Extraccdo de DNA

Os musculos gastrocnemius foram cortados em pequenos pedacos de forma a permitir a

extraccdo do seu DNA de acordo com o descrito em material e métodos no capitulo 2
(pag 17).

Avaliacio das células em proliferacdo por South Western

A semi-quantificacdo das células mitoticamente activas foi efectuada utilizando um
anticorpo anti-BrdU, de acordo com a metodologia desenvolvida por Knobloch et al.

(2002) com algumas modifica¢gdes como o descrito no capitulo 2 (pag 18).

A. 2. - Separacdo das isoformas das cadeias pesadas de miosina por

electroforese monodimensional

A separacdo das isoformas das miosinas de cadeia pesada por electroforese
monodimensional foi efectuada segundo o protocolo descrito por Talmadge e Roy (1993)
com algumas adaptagdes. Assim, procedeu-se a extracgdo das miosinas colocando o
musculo gastrocnemius congelado em 300 ul de tampéao de redugao (4% SDS, 0,5M Tris,
pH 6,8, 20% Glicerol) num banho a 60°C, por um periodo de 30 minutos. Seguidamente
as amostras foram homogeneizadas num potter de vidro e centrifugadas a 1000g durante
10 minutos (Rajab et al. 2000).

Apds a determinagdo do teor proteico no sobrenadante obtido pelo método de Lowry
(Lowry et al. 1951), os extractos de miosina foram diluidos com o tamp&o de redugéo (1%
de mercaptoetanol, 4% SDS, 0,5M Tris, pH 6,8, 20% Glicerol e 0,2% azul bromofenol) a
uma concentracao proteica final de 0,2 mg/ml. Ferveram-se as amostras durante 5

minutos e aplicou-se 1 ug de proteina em cada poco do gel.

A composicao dos géis foi elaborada de acordo com Talmadge e Roy (1993). O stacking
gel foi constituido por 30% de glicerol, 4% de acrilamida-bis acrilamida (50:1), 70mM de
Tris (pH 6,8), 4mM de EDTA e 0,4% de SDS. Para a elaboragdo do running gel
adicionou-se 30% de glicerol, 8% de acrilamida/bis acrilamida (50:1), 0,2M de Tris (pH

8,8), 0,1M de glicina e 0,4% de SDS. Com o intuito de iniciar a polimerizagdo dos géis,
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adicionou-se 0,05% de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 0,1% de persulfato
de amonio (APS). A corrida foi efectuada numa tina de electroforese para minigeis
(Biorad mini-Protean Ill), a uma voltagem constante de 70V e com uma duragdo
aproximada de 24 horas. Dentro da tina de electroforese colocou-se o tampao de corrida
(0,1M Tris, 150mM glicina e 0,1%SDS), e na parte de fora da tina (tampdo de baixo)
colocou-se o0 mesmo tampéao diluido 2 vezes. Terminada a corrida, os géis foram corados

com o método de prata irreversivel (Yan et al. 2000).

A.3. - Electroforese bidimensional (2D)

Na electroforese bidimensional as proteinas foram separadas numa primeira dimensao
de acordo com o seu ponto isoeléctrico (pl) através da focagem isoeléctrica e
seguidamente numa segunda dimensao, de acordo com o seu peso molecular utilizando
um gel SDS PAGE.

A focagem isoeléctrica foi efectuada num sistema IPGphor (Amersham Pharmacia
Biothec). Utilizou-se tampao de rehidratagcao (8M ureia, 2M tiureia, 12,9 mM DTT, 0,1%
Pharmalyte pH 3-10, 1% Chaps) para solubilizar a amostra (cerca de 50ug de proteina) e
aplicou-se 250 ul de amostra no anodo. Seguidamente, as tiras de 13 cm com gradiente
de pH entre 3 e 10 (IPG), foram cobertas na totalidade com o Drystrip Cover Fluid, de
forma a proteger a tira da desidratacdo durante o tempo de focagem. As tiras foram
colocados no aparelho IPGphor e a electroforese foi iniciada por uma etapa de
rehidratacdo (12h a 50mAftira). O programa de focagem utilizado foi de 1h a 500V,
seguido de 1h a 1000V e de 3h a 8000V.

Apés a finalizagao da primeira dimensao, as tiras foram removidas e equilibradas com um
tampao contendo 50Mm Tris pH 8,8, 6M ureia, 30% glicerol e 2% SDS, durante
aproximadamente 15 minutos.

Na segunda dimensao utilizou-se um gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) sobre
o qual se aplicou a tira. O gel correu num sistema Hoefer-SE 600 (Amersham Pharmacia

Biothec) acoplado a uma fonte de tensao eps-601 (Amersham Pharmacia Biothec).
Prepararam-se os géis de SDS-PAGE a 15% com 1mm de espessura de acordo com

Laemmli (1970). A polimerizacdo dos géis foi iniciada por adicdo de TEMED e APS a

10%. O stacking gel foi substituido por uma solucdo selante de agarose a 0,5%.
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Depois de preencher a tina de electroforese com o tampao de corrida (25 mM Tris,
192mM de glicina e 0,1% de SDS, pH 8,3), a separagao electroforética decorreu durante
aproximadamente 5 horas a 200V, 75mA e 15W. Terminada a corrida, os géis foram
corados com Coomassie coloidal. Este processo de coloragao tem um limite de deteccao
10 vezes superior ao do Coomassie blue R250, tem baixo ruido de fundo e ndo penetra a
matriz do gel (condicbes ideais para posterior analise dos spots por espectrometria de

massa).

A aquisicdo das imagens dos géis foi efectuada com um densitometro GS-710 (BioRad),

€ a respectiva andlise foi realizada com recurso ao software PDQuest v7.1 (BioRad).

Os spots proteicos foram identificados por comparagdo com um gel 2D padréo de
musculo gastrocnemius disponivel na web page http://www.expasy.org/cgi-
bin/map2/noid?MUSCLE_MOUSE

Analise estatistica

Os dados deste estudo foram apresentados em percentagem relativamente ao musculo
controlo. Os resultados obtidos foram apresentados como média e respectivo desvio
padrao. Para verificar a normalidade da distribuigcao, foi utilizado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. As diferencas estatisticas observadas nos grupos de animais com e sem
colchicina ao longo do tempo, bem como as diferengas entre grupos nos diferentes
momentos foi realizada recorrendo a analise de varidncia (ANOVA) multifactorial. O nivel
de significancia foi estabelecido em 5%. Para o efeito utilizou-se o software SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) versao 12.0.
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4.3. Resultados

A. 1. Resultados referentes a metodologia de South Western

Pela andlise da figura 26A, constatou-se que, nos animais tratados com colchicina, ndo
se verificam alteragdes significativas nos niveis de proliferacdo celular avaliada pela
incorporacao de BrdU no DNA. Em oposi¢ao, na auséncia de colchicina e a semelhanca
do observado no capitulo 3 (pag 61), verificou-se um aumento significativo da proliferagao
celular entre o 2° e o0 6° dia alcangando o pico maximo ao 6° dia pés lesdo. No que diz
respeito a influéncia da administracdo de colchicina nas variagées de proliferacao celular,
os resultados mostraram que, comparativamente aos animais tratados com colchicina, os
animais nao tratados com colchicina evidenciaram diferencas significativas no 2°, 4°, 6° e
10° dia.

Proliferacao celular
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Figura 26 A) Representacdo grafica dos valores médios e respectivos
desvios padrao da variagdo percentual de densidade 6ptica, em relagéo ao
respectivo musculo controlo, para os varios subgrupos experimentais com e
sem administracdo de colchicina. B) Filmes representativos do slot-blot para
os diferentes momentos em que foram sacrificados os animais com (B1) e
sem (B2) a administragéo de colchicina

* P<0,05 vs com colchicina, para o mesmo tempo; T p<0,05 vs respectivo controlo
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A. 2. Resultados referentes a analise por electroforese monodimensional de
MHC

Pela observagdao da figura 27A verificou-se que nos animais ndo administrados com
colchicina ocorreram alteragcbes nas isoformas de MHC, tendo-se observado um
incremento da isoforma MHCIIA a partir do 4° dia pds lesdo e mantendo-se a expressao
desta isoforma elevada até aproximadamente ao 12° dia pds trauma. Relativamente a
isoforma MHCIIB, constatou-se um decréscimo do seu valor a partir do 6° dia pés lesado
até ao final do processo em estudo. A isoforma MHCIIX/D decresceu a partir do 10° dia
pos lesdo mantendo-se em valores abaixo do controlo até ao final do protocolo
experimental.

Como se pode constatar pela analise da figura 27B, os animais injectados com colchicina
apresentaram valores de DO, referentes quer as isoformas MHCIIX/D quer as isoformas
MHCIIB, ligeiramente acima do controlo durante os 20 dias de protocolo experimental,
embora sem significado estatistico. Relativamente a expressdo da isoforma MHCIIA,
verificou-se que esta nao apresentou grande variagao até ao 14° dia pés lesdo. Contudo,
a partir do 16° dia foi observado um ligeiro incremento na sua expressao. A analise
comparativa dos resultados obtidos, tendo em consideragdo o efeito da colchicina,
demonstra que no grupo n&o tratado com colchicina, comparativamente ao grupo
submetido a tratamento com o farmaco, ocorreu um incremento significativo da isoforma
MHCIIA entre o 6° e 0 12° dia p6s lesdo e um decréscimo da isoforma MHCIIB a partir do

6° dia pos lesao até ao final do protocolo em estudo.

@ MHCIIA

A a 3 BMHCIIX/D 250 B @ MHCIIA
2507 * a a OMHCIIB W MHCIIX/D
D MHCIIB
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% do controlo
% do controlo
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dias apds lesdo 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Figura 27 Valores médios e respectivos desvios padrdo da variacdo percentual de
densidade optica (DO) em relagdo ao respectivo musculo controlo, para as diferentes
isoformas de MHC correspondentes aos diferentes dias apdés a indugdo de lesdo na

auséncia (A) e na presencga (B) de colchicina.
* p<0,005 vs com colchicina para MHCIIA; 1+ p<0,005 vs com colchicina para MHCIIX/D;
F p<0,05 com colchicina para MHCIIB; a, b, ¢ p<0,05 vs respectivo controlo
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bY

A. 3. Resultados referentes a analise proteica por electroforese
bidimensional (2D)

As figuras 28 e 29 referem-se a géis de electroforese bidimensional representativos de
musculos gastrocnemius de animais administrados, ou n&o, com colchicina e lesados por
esmagamento. Por comparacio das figuras 28 e 29, pode observar-se uma diminuigdo
acentuada do numero de spots no gel representativo dos grupos dos animais tratados
com colchicina relativamente ao gel dos animais nao tratados. De facto, o gel referente a
animais tratados com colchicina (figura 29) apresentou 160 spots, enquanto que o gel
relativo aos animais nao tratados com o farmaco (figura 28) evidenciou um total de 208
spots.

Figura 28 Gel 2D representativo do gastrocnemius de um

animal injectado sem colchicina e extraido 18 dias pods leséo.
(1- MLCA1f 2- MLC2f 3- MLC3f 4- piruvato cinase 5-enolase)
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Figura 29 Gel 2D representativo do gastrocnemius de um

animal tratado com colchicina e extraido 18 dias pds lesao. (1-
MLC1f 2- MLC2f 3- MLC3f 4- piruvato cinase 5-enolase)

Pela analise da figura 30 verificou-se a ocorréncia de alteragcdes fenotipicas das
isoformas de MLC rapidas no gastrocnemius dos animais nao injectados com colchicina.
Efectivamente, observou-se um decréscimo acentuado na expressao da isoforma MLC3f
(figura 30A), acompanhado de um incremento na expressao da isoforma MLC1f (figura
30B), particularmente nas fases finais do processo regenerativo em estudo. E ainda de
salientar, que a razdo MLC3f/(MLC3f+MLC1f) apresentou um comportamento idéntico ao
da isoforma MLC3f (figura 30C). Como é possivel observar pela analise da figura 30D, a
isoforma MLC reguladora, i.e., MLC2f, ndo sofreu grandes alteracdes ao longo do periodo

de tempo poés trauma considerado no presente estudo.

Por outro lado, e no que diz respeito aos animais tratados com o farmaco anti-neoplasico,
nao se observaram grandes modificagdes no perfil da expresséo das varias isoformas de

MLC ao longo do processo regenerativo em causa.
Pela analise conjunta dos resultados dos diferentes grupos (com e sem colchicina)

verificou-se que foram encontradas diferengas significativas na expressao das MLC3f e

MLC1f entre os grupos estudados a partir do 14° dia pds leséo.
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Figura 30 Valores médios e respectivos desvios padrdo da variagdo percentual de
densidade o6ptica (DO) relativa aos musculos controlo para as diferentes isoformas de
MLC3f (A), MLC1f (B), para a relagdo MLC3f/(MLC3f+MLC1f) (C) e para a isoforma MLC2f
(D) ao longo dos varios momentos apds a indugao de lesao na auséncia e na presenga de

colchicina.
* p<0,05 vs com colchicina; a p<0,05 vs controlo

A figura 31 representa as alteragdes percentuais da expressao das enzimas glicoliticas,
enolase e piruvato cinase, nos dois grupos ao longo do processo regenerativo
considerado. Os musculos gastronemius pertencentes aos animais nao injectados com
colchicina apresentaram um incremento significativo da piruvato cinase, sobretudo nos
momentos finais do processo regenerativo (figura 31B). Apesar de uma ligeira
instabilidade de variagao, verificou-se um incremento da expressdo da enzima enolase
com tendéncia para um aumento nas etapas finais do processo regenerativo, embora nao
estatisticamente significativo (figura 31A).

Por outro lado, no grupo tratado com colchicina, ndo foram observadas quaisquer
variagbes significativas na expressdo de ambas as enzimas ao longo do periodo

considerado.
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Figura 31 Valores médios e respectivos desvios padrdo da variagdo percentual de densidade
Optica (DO) das enzimas metabdlicas enolase (A) e piruvato cinase (B) do musculo gastrocnemius
extraidos dos animais tratados com e sem colchicina ao longo dos varios momentos apoés leséo

* p<0,05 vs com colchicina; a p<0,05 vs controlo
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4.4. Discussao

No processo de regeneragcao muscular é inequivoca a importancia das CS e de outras
células stem na adicdo de novos mionucleos e, consequentemente, material genético as
fibras existentes (Mozdziak et al. 2001; Hill et al. 2003). Com o intuito de avaliar o papel
deste tipo de células em fendmenos de plasticidade muscular, administramos aos
animais de um dos grupos experimentais um farmaco anti-neoplasico a fim de inibir a
proliferacao celular, i.e., a colchicina. Efectivamente, a colchicina actua durante a fase M
do ciclo celular por ligagado aos fusos mitéticos induzindo, assim, a quebra das proteinas
microtubulares (Khan 1995). Na literatura, a radiagéo tem sido utilizada com frequéncia
para inibir a proliferagdo celular, em particular das CS. Contudo, esta metodologia de
inibicdo de células em proliferacdo tem levado a resultados bastante contraditérios. De
facto, estudos desenvolvidos por Rosenblatt (1994) e Adams (2002) mostraram que a
radiagdo inibe a proliferacdo de células percursoras miogénicas. No entanto, outros
trabalhos experimentais (Mozdziak et al. 1996; Phelan e Gonyea 1997), também
recorrendo a utilizacdo de radiagdo, mostraram de forma evidente que as CS e outras
células stem sao apenas parcialmente inibidas por este meio. Este facto é ainda
reforcado pela descoberta de que algumas células stem musculares sao resistentes a
radiacdo (Morgan e Partridge 2003). Assim, parece-nos que a colchicina, utilizada como
inibidor de proliferagao celular, podera funcionar como uma boa alternativa a utilizacéo de
radiacdes.

Pela observacao da figura 26 e pelo estudo comparativo dos resultados de proliferacédo
celular com e sem colchicina, pudemos constatar que, de acordo com o referido no
capitulo anterior, o estimulo traumatico aplicado induziu, de forma significativa, a
proliferacdo celular com maior intensidade entre os dias 4 e 6 apos lesdo.
Adicionalmente, os dados evidenciaram que a colchicina actuou de forma efectiva ao
inibir as células em proliferacdo. Esta analise foi efectuada recorrendo a metodologia de
South Western que semi-quantifica a incorporacdo de BrdU pelas células que se
encontram na fase S do ciclo celular. Importa salientar que mesmo nos animais tratados
com colchicina foi observada alguma incorporacado de BrdU, eventualmente sugestivo de
proliferagao celular. Contudo, este baixo sinal de densidade 6ptica observado no grupo
submetido a tratamento com colchicina, pode nao ser sindbnimo de proliferacdo celular,
uma vez que a colchicina actua na fase M da mitose e que o BrdU se liga ao DNA
durante a fase S. De facto, no grupo tratado com colchicina, algumas células entram em

ciclo celular, incorporando BrdU no seu DNA durante a fase S, mas devido a
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administracdo da colchicina param na fase M. Assim, estas células embora aparecam

marcadas com o anticorpo anti-BrdU n&o estao em proliferagao.

Num processo de degeneragao/regeneracdo muscular esquelética, a resposta catabdlica
que ocorre logo apds o estimulo lesivo é seguida por uma resposta anabdlica na qual se
pode observar a formacao de novas fibras e a sintese de novas proteinas musculares
(Fisher et al. 2000). Com o proposito de estudar o processo regenerativo, varios estudos
tem recorrido ao trauma por esmagamento como modelo experimental, dada a sua
elevada reprodutibilidade (Crisco et al. 1994; Beiner et al. 1999). No entanto, a analise da
regeneracdo muscular esquelética ao longo do tempo, apdés um estimulo fisico, como o
trauma por esmagamento, tem-se cingido praticamente ao estudo das alteragdes
morfoldgicas e a alguns parametros fisiolégicos (Crisco et al. 1994; Minamoto et al. 1999;
Minamoto et al. 2001). De facto, poucos sao os estudos que, com este modelo, se
debrugcaram sobre as alteracbes proteicas, nomeadamente de proteinas miofibrilares,
como a miosina e as proteinas metabdlicas. Convém ainda salientar a escassez de
trabalhos experimentais que analisem, simultaneamente, as alteragdes das isoformas de
MHC e de MLC ao longo do processo regenerativo. Deste modo, o nosso protocolo
experimental incidiu no estudo, quer qualitativo quer quantitativo, das alteragdes
fenotipicas observadas apds a lesdo por esmagamento do musculo gastrocnemius. De
facto, os fendbmenos de plasticidade muscular tém sido frequentemente associados a
alteragbes fenotipicas das isoformas de MHC e de MLC. Assim, no nosso protocolo
experimental utilizamos musculos de animais injectados com e sem colchicina, e
verificamos se ocorriam ou nao alteragdes quer na expressao das isoformas MHC e MLC
quer na de proteinas metabdlicas. Dado o modelo de inducéo de lesao utilizado afectar
principalmente o musculo gastrocnemius, todos os pardmetros analisados foram

exclusivamente determinados neste musculo.

Os resultados do nosso estudo mostraram que as alteragbes fenotipicas, quer das
isoformas de MHC, quer das isoformas de MLC, se restringiram as isoformas de
contraccao rapida. De facto, ja em outros trabalhos experimentais (Demirel et al. 1999;
Allen et al. 2001; Wada et al. 2003), utilizando musculos essencialmente constituidos por
fibras tipo Il, as alteragdes fenotipicas observadas apés um estimulo lesivo incidiram
principalmente nas isoformas de MHC de contracgdo rapida. No nosso estudo, o
esmagamento do musculo gastrocnemius conduziu a uma aparente conversao de fibras
com caracteristicas predominantemente rapidas em fibras com caracteristicas fenotipicas

menos rapidas. De facto, pudemos observar no grupo nao tratado com colchicina, a partir
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do 4° dia pos lesdao, um incremento da isoforma MHCIIA acompanhado de uma
diminuicao da isoforma MHCIIB.

Pelo menos do nosso conhecimento, apenas num estudo (Fink et al. 2003) foram
avaliadas as alteracdes fenotipicas ao nivel das isoformas MHC por recurso ao trauma
fisico. Nesse estudo, Fink et al. (2003), utilizaram musculos soleus de ratos Wistar e
comparam as alteracgoes fenotipicas observadas em dois modelos distintos de indugao de
lesdo, i.e., o trauma por esmagamento e a injecgdo com notexina. A auséncia da
isoforma MHCIIA e a presenca exclusiva da isoforma de MHCI no final do processo
regenerativo, sobretudo nos musculos lesados com a toxina, sugere uma transformacao
das caracteristicas das fibras para fenétipos de contracgdo lenta. Também no nosso
estudo, a sobre-regulacido da expressdo da isoforma MHCIIA e a sob-regulacdo da
isoforma de MHCIIB, parece resultar, embora de forma incompleta, numa alteragdo da
qualidade funcional de fibras com caracteristicas rapidas em fibras com caracteristicas
lentas. Contrariamente ao acima referido, nos musculos dos animais aos quais foi
administrada colchicina, as alteracbes das caracteristicas das isoformas MHC foram
claramente atenuadas. Efectivamente, a andlise comparativa das figuras 27A e 27B,
sugere que o farmaco utilizado, ao inibir a proliferagdo celular, compromete a conversao

das caracteristicas das MHC associadas a este processo traumatico.

Adicionalmente, pudemos observar que as alteragdes qualitativas nas isoformas MHC
foram acompanhadas por transformagdes no mesmo sentido das isoformas MLC. Pela
andlise dos resultados do nosso estudo, pudemos observar que as transformagdes
fenotipicas relativas as isoformas MLC, para além de se limitarem as isoformas de
contracgao rapida, tal como sucedeu com as isoformas MHC, foram mais evidentes nas
isoformas MLC alcalinas do que nas isoformas MLC reguladoras. De facto, a partir do 6°
dia apos a indugao de lesdo, pudemos verificar um decréscimo acentuado da isoforma
MLC3f e um aumento, embora ndo tdo uniforme, da isoforma MLC1f. No entanto,
relativamente a isoforma MLC reguladora detectada, i.e., MLC2f, observou-se um
comportamento oscilatério ao longo de todo o processo regenerativo. De forma
semelhante, estudos desenvolvidos por Wada et al. (2003) e por Wahrmann et al. (2001)
verificaram que a sequéncia das transformacgbes das isoformas MHCIIB em MHCIID/X e
destas em MHCIIA eram acompanhadas por um decréscimo da concentracao relativa da
isoforma MLC3f, apdés os animais serem submetidos a um protocolo de treino de
resisténcia. Segundo Wada et al. (2003), a isoforma MLC3f apresenta maior afinidade

para a isoforma MHCIIB do que para a isoforma MHCIIA, o que podera justificar os
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resultados obtidos no nosso estudo. Efectivamente, a substituicdo da isoforma MHCIIB
pela isoforma MHCIIA, podera resultar numa maior quantidade de MLC3f livre, a qual
sera mais rapidamente degradada e, consequentemente, diminuida em concentragao
relativa. No que diz respeito a expressao da isoforma MLC1f, também Wada et al. (2003),
observaram um incremento, embora nao significativo, desta isoforma apds os animais
serem submetidos a um protocolo de treino de resisténcia com a duragcdo de 10
semanas. A semelhanga do efectuado por Wada et al. (2003), a analise da contribuicdo
da isoforma MLC3f relativamente a totalidade das isoformas MLC alcalinas, pela razao
MLC3f/(MLC3f+MLC1f), evidenciou um comportamento idéntico ao verificado para a
isoforma MLC3f.

De forma idéntica ao observado relativamente as caracteristicas das MHC, também a
variacdo do teor de MLC dos animais injectados com colchicina foi bastante atenuada
comparativamente ao observado nos animais sem administragao de colchicina. Na figura
30, é evidenciado o efeito da colchicina na conservacao das caracteristicas fenotipicas da
fibra muscular durante o processo regenerativo avaliado. Deste modo, as alteragdes
qualitativas supra referidas parecem poder atribuir-se, essencialmente, a adicido de

mionucleos por parte das CS.

No nosso protocolo experimental, em adicdo as alteragdes das isoformas MHC e MLC,
foram também observadas variagées no perfil metabdlico das fibras ao longo do tempo
pos lesdo. Esta analise, a semelhanga do efectuado para as MLC, foi realizada
recorrendo a metodologia protedmica por identificacdo de spots em géis 2D. Numa
abordagem geral dos géis 2D de proteinas de gastrocnemius de animais com e sem
colchicina, observou-se uma diminuicdo de cerca de 10% do numero de spots nos géis
de musculo com colchicina comparativamente aos géis de musculo sem colchicina. A
diminuicdo do numero de spots nos animais tratados com colchicina podera estar

relacionada com uma diminuigcéo da sintese proteica.

Relativamente as enzimas metabdlicas, a analise dos nossos resultados evidencia um
incremento, quer da enzima piruvato cinase, quer da enzima enolase. Esta tendéncia foi
minimizada, ou seja, ndo se observaram alteragdes no teor destas proteinas, aquando da
administracdo do farmaco inibidor da proliferagcao celular, como se pode constatar pela
analise comparativa das figuras 31A e 31B. Assim sendo, e atendendo aos resultados

apresentados na tabela 5 do capitulo 3 (pag 66), estas alteragdes quantitativas da
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expressao de proteinas metabdlicas poderao também ser atribuidas a contribuicao de
células endoteliais e de fibroblastos, para além das células satélite. A contribuicao para a
expressao de proteinas metabdlicas, com particular destaque para a piruvato cinase, por
parte dos mionucleos das fibras diferenciadas parece nao ser relevante para as
alteracdes fenotipicas observadas, uma vez que na presenca da colchicina ndo se
observaram quaisquer tipos de alteragdes no perfil desta enzima metabdlica (figura 31B).
A pesquisa de outras enzimas metabdlicas, sobretudo as caracteristicas do metabolismo
oxidativo, seria uma mais valia no nosso estudo. Contudo, no gel 2D utilizado como
padrao de comparagao (da web page: http://www.expasy.org/cgi-
bin/map2/noid?MUSCLE _MOUSE) nenhum dos spots identificados até a data

correspondeu a enzimas caracteristicas do metabolismo oxidativo, o que impossibilitou a

sua analise. Na realidade, a caracterizagdo protedmica do gastrocnemius de ratinho é
escassa, talvez porque sé recentemente comecou a ser explorada. E nosso objectivo
futuro complementar a informagcado existente, identificando alguns spots dos géis 2D

obtidos neste estudo.

Convém ainda salientar que nas fases iniciais do protocolo experimental, i.e., até
aproximadamente ao 4° dia apds a indugao de lesdo, ocorreu uma resposta inflamatoria
intensa, atendendo aos elevados niveis de actividade da MPO e da NAG apresentados
nas figuras 9 e 10 do capitulo 3 (pag 58). Consequentemente, muitas das proteinas
associadas a este processo inflamatério, como factores de crescimento, citocinas e
proteinas do sistema do complemento, poderao contribuir para o incremento do teor
proteico total. Desta forma, os valores de densidade 6ptica observados para os géis 2D e
para as proteinas MHC analisadas nesta fase do processo regenerativo, poderao
encontrar-se sob-valorizados uma vez que a quantidade de amostra de musculo

analisada foi estimada em fungao da quantidade de proteina total.
Em suma, com base nos nossos resultados, podemos concluir que as CS e outras

células stem musculares desempenham um papel fundamental nas alteragdes fenotipicas

observadas no musculo esquelético de ratinho decorrentes de um estimulo traumatico.
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V. Conclusdes

Com base nos resultados dos diferentes estudos que compdem esta dissertacdo é

possivel retirar as seguintes conclusoes:

i) A metodologia de South Western é uma técnica simples e eficaz na marcagédo de
células em proliferacdo, nomeadamente de células satélite, no tecido muscular
esquelético. Apresentando os resultados desta metodologia uma boa correlacdo com os
dados obtidos por imunohistoquimica, esta técnica podera representar uma alternativa

adequada na deteccao de células mitoticamente activas.

ii) Estimulos lesivos no musculo esquelético induziram proliferacéo de células intersticiais
de origem nao endotelial e de CS com consequente aparecimento de ndcleos em posi¢éo

central.
iif) A lesdo por esmagamento do musculo esquelético confirmou-se como um modelo

experimental eficaz de degeneracdo e consequente regeneracdo muscular, permitindo o

estudo da evolugéo temporal dos mecanismos fisiopatologicos associados.
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iv) As alteracdes bioquimicas e morfolégicas associadas a lesdo por esmagamento do
musculo gastrocnemius sugerem o envolvimento de diferentes mecanismos (protedlise,

resposta inflamatdria e apoptose) com contribui¢gfes distintas no tempo.

V) As alteracdes ultra-estruturais observadas por microscopia electronica apés lesdo por
esmagamento do musculo gastrocnemius foram acompanhadas por alteracbes

bioguimicas com particular destaque para marcadores de protedlise e inflamatérios.

vi) Os indices elevados de marcadores apoptéticos nas fases iniciais e finais do estudo
associados a lesdo por esmagamento do musculo gastrocnemius, sugerem a ocorréncia

de fendmenos de morte celular programada em determinados tipos de células.

vi) O aumento da proliferacdo celular observada nas fases iniciais do processo
regenerativo e decorrente da lesdo induzida por esmagamento do mausculo
gastrocnemius, parece dever-se essencialmente a contribuicio de CS e de células

intersticiais nao endoteliais.

viii) A colchicina, utilizada como inibidor de prolifera¢do celular, parece constituir-se como

um modelo eficaz e alternativo a radiacgéo.

ix) A inibicdo da proliferagé@o celular por acgdo da colchicina comprometeu as alteracdes
fenotipicas associadas ao processo de degeneracdo/regeneracdo motivada pelo trauma,

particularmente as das isoformas de MHC e de MLC e as de proteinas metabolicas.
X) As CS e outras células stem musculares desempenham um papel fundamental nas

alteragBes fendtipicas observadas no musculo esquelético de ratinho decorrentes de um

estimulo traumatico.
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