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COMPORTAMENTO DE CELULAS CARTILAGINEAS FRENTE A UM
AMBIENTE DE DEBILIDADE MUSCULOESQUELETICA
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Jodonai Barbosa da Silva?

RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca degenerativa ligada ao cromossomo
X caracterizada pela perda progressiva de for¢a muscular, se ndo tratada leva a incapacidade
grave e morte precoce no final da adolescéncia. Os musculos orais sdo afetados causando
disfagia no Udltimo estdgio da doenca, piorando com a idade e esforcos da mastigacéo.
Objetivou-se observar o comportamento morfoldgico dos condrocitos da cartilagem do
processo condilar (PC) da mandibula em camundongos controle (C57BL10) e afetados pela
distrofia muscular ligada ao cromossomo X (MDX) e verificar se a cartilagem est4 afetada
indiretamente pela debilidade da massa muscular. Utilizados camundongos (Mus musculus)
machos normais (grupo controle) e da linhagem mdx (portadores de distrofia muscular —
grupo experimental). Estes foram eutanasiados, os PC’s removidos e processados
histologicamente. Utilizou-se o programa Axiovision para mensuracdo da é&rea dos
condrécitos e o Image-Pro Plus para contagem dos condrocitos. Observa-se que
estatisticamente as células do grupo controle sdo maiores do que 0 grupo que apresenta a
distrofia muscular. Também apresentam maiores desvio padrdo (88,55 pm?) e variancia
(7840,52 pm?), indicando dados mais dispersos. Sobre a contagem de células, observa-se que
0 grupo controle apresenta um ndmero maior de condrdcitos. Conclui-se que a area e 0
namero de condrécitos do grupo MDX sdo em média menores que a do grupo controle.
Infere-se que a distrofia muscular afeta a cartilagem do PC devido causar o envelhecimento
do tecido cartilagineo e afetar a parte de estimulagcdo mecanica que é um estimulo extrinseco e
esta diretamente associado ao desenvolvimento desta cartilagem.

Palavras-chave: Morfologia; Tecido Cartilagineo; Distrofia Muscular.

INTRODUCAO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD), € uma doenca degenerativa, afetando
aproximadamente 1 em cada 3.500 a 5.000 individuos do sexo masculino. Tal condicéo é
caracterizada pela perda progressiva de for¢ca muscular, com alguns meninos apresentando

marcos motores atrasados com ou sem deficiéncia intelectual. Leva a incapacidade grave e
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morte precoce no final da adolescéncia, se ndo tratada (ARAUJO et al., 2018). Nos portadores
de DMD h4 a falta ou mesmo a reducdo da expressdo da proteina chamada distrofina, o que
leva a reducdo do complexo de proteinas ligadas a distrofina, causando alteracfes e/ou
destruicdo entre o citoesqueleto e a matriz extracelular da membrana plasmaética, levando a
ruptura e necrose de fibras musculares (GAO; McNALLY, 2015).

A proteina implicada nessa condi¢do patoldgica, a distrofina, apresenta um papel
estrutural, uma vez que atua como um agente ligante entre a actina do citoesqueleto e a matriz
extracelular (GAO; McNALLY, 2015) e, quando associada a glicoproteina atua na maturacao
dos receptores de membrana nas jungdes neuromusculares (PILGRAM et al., 2010).

Como essa proteina estd intimamente correlacionada com a manutencdo da integridade
muscular, a musculatura estriada esquelética é severamente comprometida (JOHNSTONE;
VIOL; HOOL, 2017). Os masculos orais também sdo afetados causando disfagia no ultimo
estagio da doenca, que sé piora cada vez mais com a idade e com os esforgos da mastigacéo.
Os musculos afetados pelo disturbio neuromuscular influenciam negativamente nas fungdes
orais e morfologia orofacial e a partir delas provoca ma oclusdes, como aberturas anteriores e
posteriores na mordida ou mordidas cruzadas (VAN DE ENGEL-HOEK et al., 2016).

Acredita-se que o padrdo mastigatorio esteja diretamente relacionado ao padrdo de
crescimento craniofacial (LIMA et al., 2006), desta forma, pode-se inferir que a distrofia
muscular prejudica o desenvolvimento craniofacial.

Esse crescimento envolve diversas estruturas, como a sincondrose esfenoccipital e a
cartilagem do processo condilar da mandibula. Este Gltimo influencia no crescimento dos
tercos inferior e médio da face, seu crescimento ocorre por um processo de aposicao 6ssea
(PIRTTINIEMI et al., 2017). E necessario que haja um crescimento de forma sincronizada
entre 0s 0ssos que compdem o complexo craniofacial para a obtencdo de uma face harmdnica
e equilibrada. O crescimento vertical e horizontal da mandibula varia de acordo com a direcao
de crescimento do condilo (KREIA et al., 2011). A cartilagem em questdo é altamente
responsiva a fatores internos (CAVALLI et al., 2015) e externos (forca mecénica da
musculatura) (YONEMITSU; MURAMOTO; SOMA, 2007).

Desta forma, deseja-se observar o comportamento morfoldgico dos condrdcitos que
constituem a cartilagem do processo condilar (PC) da mandibula em camundongos controle
(C57BL10) e afetados pela distrofia muscular ligada ao cromossomo X (MDX) e verificar se

a cartilagem esta sendo afetada indiretamente pela debilidade da massa muscular.
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DESENVOLVIMENTO
Revisao de literatura

Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca de carater recessivo ligado
a0 cromossomo X causado por mutagdo no gene DMD. E mais comum entre criangas do sexo
masculino. O gene distrofina é o maior gene humano identificado, contendo 79 éxons, pelo
menos sete promotores diferentes tecido-especifico e dois locais de poliadenilagcdo. Contudo o
RNA distrofina é diferencialmente processado produzindo multiplos transcritos que codificam
um conjunto de isoformas da proteina. A proteina traduzida a partir do transcrito maior é uma
proteina de citoesqueleto importante, que ajuda cada fibra muscular a conectar-se com a
lamina basal subjacente. Alteracdes ou perda de distrofina forca o excesso de calcio na
membrana celular, resultando em excesso de dgua na mitocondria, portanto, o musculo do
esqueleto afetado sofre distrofia, disfungdo mitrocondrial, e necrose (BIANCO et al., 2017).

A DMD né&o apresenta caracteristicas evidentes até os trés ou cinco anos de idade e
qguando os sintomas aparecem, iniciam-se pela musculatura dos membros inferiores,
consequentemente, os portadores apresentam dificuldades em sua locomocdo e no ato de subir
e descer escadas e, posteriormente, esses pacientes se tornam dependentes da cadeira de rodas
(SILVA, 2013).

O diagnéstico pode ser dado de véarias maneiras e deve ser realizado por um
especialista neuromuscular, que possa avaliar o individuo clinicamente e rapidamente acessar
e interpretar as investigacbes apropriadas no contexto da apresentacdo clinica. Um
diagnostico clinico pode ser feito quando um individuo tem fraqueza muscular progressiva
simétrica. Uma bidpsia muscular pode ser feita para procurar niveis anormais de distrofina no
musculo. A proteina distrofina pode ser visualizada pela coloracdo da amostra muscular com
um corante especial. Um musculo que tem quantidades médias de distrofina aparecerd com a
técnica de coloragdo. Um paciente com DMD néo apresentara esta coloracdo ao redor das
células musculares. Testes genéticos em uma amostra de sangue para mudancas no gene
DMD podem ajudar a estabelecer o diagnéstico de DMD, sem realizar uma bidpsia muscular
(BARBOSA, 2017).

Distrofia Muscular e os Musculos da Mastigacao
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Azevedo (2010), diz que a progressiva deterioracdo do complexo orofaringeo dos
pacientes com DMD possibilita o aparecimento de mé oclusdo, afetando seriamente a
capacidade mastigatoria.

Segundo Hoek (2013), a fraqueza muscular afeta o preparo do bolo alimentar,
dificultando o ato de alimentar-se, ocasionando em menor aporte cal6rico e consequente perda
de peso. A reducdo funcional leva a progressdo degenerativa dos musculos esqueléticos,
incluindo os da face, lingua e os mastigatorios.

A forca realizada pela lingua para mover o bolo alimentar € crucial para a degluticdo
adequada. Em seus estudos, os autores Pizolato, Freitas Fernandes e Gavido (2009) e Torriani
et al., (2012), afirmam que tal acdo nos sujeitos com DMD esté reduzida desde a fase oral, ja
que o contato da lingua com a cavidade oral é garantido por meio da ativacdo dos musculos
do 6rgdo em combinacdo com a atividade da musculatura submentual correspondendo ao
ventre anterior do digastrico, genio-hidideo e milohidideo.

Cartilagem Condilar

A cartilagem condilar é o mais importante local de crescimento da mandibula sendo
responsavel pelo seu crescimento final. Desenvolve-se a partir das membranas 0sseas durante
a embriogénese. Nesse contexto, considera-se uma cartilagem secundaria em vez de uma
cartilagem priméaria. A presenca de dois tipos de cartilagem, uma fibrocartilagem na
superficie e uma cartilagem hialina abaixo, permite que a cartilagem condilar se adapte
melhor as forcas do que as cartilagens primarias (RAMIREZ-YANEZ, 2004).

Esta localizada abaixo da camada articular fibrosa e sofre alteracBes atréficas,
assumindo o crescimento 6sseo endocondral ou crescimento de adaptacdo, de acordo com a
auséncia ou presenca de exigéncia funcional. Durante o crescimento mandibular ou apés seu
cessado seu crescimento, o cdndilo mandibular pode ser continuamente estimulado sob a
influéncia de forgas extrinsecas, essas forcas podem ser fisioldgicas, funcional ou excessiva
(VENTURIN, et al., 2010).

O desenvolvimento da cartilagem condilar da mandibula € marcado por processos
muito peculiares visto que essa articulagdo possui, mesmo na fase adulta, a capacidade de
adaptacao e remodelamento sob estimulos externos. A condrogénese e osteogénese iniciam na
vida uterina com a proliferacdo ectomesenquimal a partir da qual aparecerd uma cartilagem
hialina de formato esférico que dara origem ao condilo. Durante esse desenvolvimento

observa-se zonas de organizacdo e maturagdo dos componentes tissulares, essa zonas sao as
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superficial ou tissular, de proliferacdo, de condroblastos e condrocitos, e a zona de erosdo
(CAVALCANTI, 2008).

METODOLOGIA

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

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

Acomodados em gaiolas de polipropileno com uma grade metalica, cada uma
contendo de quatro a cinco individuos, os animais dos dois grupos foram mantidos no biotério
do Departamento de Anatomia Humana do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da
Universidade de Sao Paulo sob condic¢des controladas de temperatura (entre 23° e 25°C), e luz
com ciclos claro/ escuro de 12 horas, sem restricdes de racéo e agua.

Os animais foram divididos em 4 grupos de acordo com a idade e a linhagem. Os
animais do grupo controle s&o os C57BL10 com 4 e 10 semanas de idade e os animais do
grupo experimental sdo os MDX com 4 e 10 semanas de idade.

Esses animais foram eutanasiados de acordo com os procedimentos do Comité de
Etica em Animal da USP e os processos condilares foram removidos e passaram por
processamento histologico. Em seguida o tecido foi cortado em micrétomo (Leica SM 2000
R) com 5 um no plano sagital. Apos desparafinados, as 1aminas histologicas foram coradas
com Hematoxilina e Eosina e com Safranina-O. Portanto, foram utilizadas Iaminas
histologicas advindas desses animais e ndo serdo feitas laminas novas.

As imagens foram obtidas através um microscépio binocular (Axioscope 40, Zeiss) e
em seguida as imagens analisadas e realizadas as medidas da area total da cartilagem condilar,
do nimero total de condrécitos por camada da cartilagem, area total dos condrdcitos com o
auxilio do programa Axiovision Rel. 4.8 (figura 1) e a analise da matriz extracelular com o

auxilio do programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics).
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Figura 1: Cartilagem condilar: area total (a), nimero total de condrocitos por camada (b) e
area dos condrocitos (c).

Fonte: Elaborado por Jodonai Barbosa da Silva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A éarea dos condrocitos da cartilagem do processo condilar (PC) da mandibula de
camundongos controle (C57BL10) e afetados pela distrofia muscular ligada ao cromossomo
X (MDX) foram mensuradas utilizando como unidade de medida micrometro quadrados
(um?), utilizou-se o programa Axiovision para a mensurac&o da area e o programa Image-Pro
Plus para a contagem de condrocitos. A tabela 1 apresenta o resultado da contagem dos
condrdcitos. As tabelas 2 e 3 apresentam o resultado da andlise de estatistica descritiva
(média, desvio padrdo e variancia) utilizando o Microsoft Excel 2010.

Tabela 1: contagem dos condrécitos realizado através do programa Image-Pro Plus.

NUmero de . NUmero de
. Imagem do tecido L
condrocitos condraocitos

Imagem do tecido

C57BL-10 4 Il H.E 408 MDX_4_IIl_HE _5X_1 230
C57BL-10 4 V _H.E_10X_1 248 MDX_4_IX_HE_10X_2 304
C57BL-10 4 VI H.E 274 MDX_4_IX_HE_10X_3 392
C57BL-10 4 VII_H.E 266 MDX_4_VI_HE_5X_2 224
C57BL-10 4 X _H.E 234 MDX_4 II_HE_10X_1 301
C57BL-10_10_|_H.E.10X 5 334 MDX_10_|_HE_5X_1 180
C57BL-10_10_|_H.E 323 MDX_10_II_HE_5X_1 265
C57BL-10_VI_HE_5X_2 352 MDX_10_IIl_HE 5X_1 152
C57B-10_VII_HE_10X_1 384 MDX_10_VI_HE_5X_1 358
C57BL-10_VII_HE_10X_4 337 MDX_10 X_HE_10X_2 353

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 2: Média, desvio padrdo e variancia da area dos condrécitos.
Grupo de imagens

. Média Desvio padrao Variancia
do tecido
C57BL 10 176,98 um* 88,55 pm-* 7840,52 pm*
MDX 154,75 pm? 87,99 um’ 774212 um®

Fonte: elaborada pelo autor

Tabela 3: Média, desvio padrdo e variancia da contagem dos condrécitos.
Grupo de imagens

. Média Desvio padrao Variancia
do tecido
C57BL 10 316 58,50 3423,33
MDX 275,9 79,61 6338,98

Fonte: elaborada pelo autor

Devem ser levadas em consideracdo que em algumas imagens ndo foi possivel
mensurar as areas de alguns condrécitos devidos ndo ser possivel delimitar completamente as
margens da célula. Podemos observar que estatisticamente as células do grupo controle
(C57BL 10) sdo maiores do que o grupo que apresentava a distrofia muscular (MDX).
Também apresentam maiores desvio padrdo e variancia, o que indicam que os dados
apresentam-se mais dispersos. Em relacdo a contagem de células, observa-se que 0 grupo
controle apresenta um nimero maior de condrdcitos.

O estudo desenvolvido por Papadopouloua et al. (2007) sugeriram que estimulos
mecanicos sdo essenciais para a maturacdo e diferenciacdo dos condrocitos, pois desta forma
estes sdo estimulados a sintetizar alguns fatores de crescimento que promovem o crescimento
e desenvolvimento do processo condilar da cartilagem.

Silva (2013) em seu estudo reforca a teoria de que a DMD acelera o processo de
envelhecimento da cartilagem do processo condilar. Isso justifica a reducdo do nimero de
condrdcitos, pois essa é uma caracteristica do processo de envelhecimento natural do tecido
colageno. Desta forma, pode-se inferir que a diminuicdo do numero de condrdcitos no grupo
MDX deve-se devido a DMD encontrar-se em uma fase em que esta intensamente expressa,
proporcionando o envelhecimento do tecido e consequentemente causando essa diminui¢do
no namero de células (YONEMITSU; MURAMOTO; SOMA, 2007).

CONSIDERACOES FINAIS
Nesta pesquisa realizada no periodo de agosto de 2018 até o presente momento através
da mensuragéo da area e da contagem dos condrocitos das camadas da cartilagem condilar da
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mandibula de camundongos MDX e C57BL10 conclui-se que a area e o numero de
condrdcitos do grupo MDX sdo em média menores que a do grupo controle. Infere-se que a
distrofia muscular afeta a cartilagem do processo condilar devido causar o envelhecimento do
tecido cartilagineo e por afetar a parte de estimulacdo mecéanica que é um estimulo extrinseco

e que esta diretamente associado ao desenvolvimento desta cartilagem.
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