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RESUMO

LISBOA, M.J.S. Suplementacdo de antioxidante acido ascorbico na dieta de
camundongos MDX (Um modelo de Distrofia Muscular de Duchenne): Repercussoes
morfologicas no musculo liso (estrutura primaria) e no plexo mioentérico (estrutura
secundaria) do ileo. 2015. 80 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-graduacdo em
Biologia Estrutural e Funcional, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, 2015.

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca de carater hereditario onde ocorre a
auséncia da proteina distrofina, levando a quadros de lesdo e miopatia grave decorrentes do
aumento do estresse oxidativo e influxo de Ca+. Lesdes na musculatura lisa intestinal podem
comprometer a motilidade local devido a alteracfes da estrutura da propria tunica muscular,
bem como, a mudangas morfofuncionais das estruturas do plexo mioentérico. Este trabalho
teve por objetivo avaliar as mudancas ocorridas na tdnica muscular e nos neurénios
mioentéricos acetilcolinesterase reativos do ileo de camundongos mdx e, os efeitos da
suplementacdo com &cido ascorbico (AA) nestes dois componentes. Foram utilizados 30
camundongos machos C57BL/10 e 30 C57BL/10Mdx separados em grupos de acordo com a
idade e tratamento (n=10): controle com 30 dias de idade (C30); distréfico com 30 dias de
idade (D30); controle com 60 dias de idade(C60); distréfico com 60 dias de idade (D60);
controle com 60 dias de idade suplementados com acido ascorbico (200 mg/kg de peso
corporal) (CS60) e, distréfico com 60 dias de idade suplementados com &cido ascorbico (200
mg/kg de peso corporal) (DS60). Ap6s o periodo experimental, os animais foram
eutanasiados e os ileos foram coletados e processados seguindo a rotina histolégica e corados
pela técnica de Tricrébmico de Masson e, para técnica histoquimica da Acetilcolinesterase em
preparados totais de membrana. Os dados demonstraram que a espessura da tunica muscular
(Um) e a area de masculo liso (um?) do ileo foi menor nos grupos distréficos, especialmente
no grupo D30. Nos animais de DS60 a espessura da tinica muscular foi semelhante aos de
C60. Houve reducdo da densidade neuronal acetilcolinesterase reativos do plexo mioentérico
do ileo nos animais D30, porém esta foi semelhante nos animais de 60 dias sem tratamento
(C60 e D60) e, maior nos animais DS60. Area do perfil do corpo celular (um?) foi semelhante
nos animais de C30-D30 e C60-D60, porém esta foi maior em DS60. A razdo area
nuclear/area citoplasmatica foi menor em D30 e DS60 e, maior em DG60. Desta forma
podemos concluir que em camundongos mdx ocorrem alteragdes significativas na morfologia
da tanica muscular e, consequentemente, mudancas morfoldgicas e funcionais dos neurénios
colinérgicos do plexo mioentérico do ileo, bem como, que a suplementacdo com AA teve
efeito neuroprotetor nestes animais pois preveniu a perda neuronal.

Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne; Antioxidante; Acido Ascorbico; Tecido
Muscular; Plexo Mioentérico; Aspectos Morfofuncionais; lleo.



ABSTRACT

LISBOA, M.J.S. Suplementacdo de antioxidante acido ascorbico na dieta de
camundongos MDX (Um modelo de Distrofia Muscular de Duchenne): Repercussoes
morfologicas no musculo liso (estrutura primaria) e no plexo mioentérico (estrutura
secundaria) do ileo. 2015. 80 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-graduacdo em
Biologia Estrutural e Funcional, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, 2015.

The Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a hereditary disease where there is a lack of
dystrophin protein, leading to severe injury myopathy frames resulting from increased
oxidative stress and Ca + influx. Lesions on intestinal smooth muscle can compromise the
local motility due to changes in the very muscular layer structure as well as the morphological
and functional changes in the myenteric plexus structures. This study aimed to evaluate
changes in the muscular wall and myenteric cholinergic neurons of the ileum of mdx mice,
and the effects of supplementation with ascorbic acid (AA) in these two components. 30 male
C57BL / 10 and 30 C57BL / 10Mdx separated into groups according to age and treatment (n
= 10) were control at 30 days old (C30); dystrophic 30 days of age (D30); control with 60
days of age (C60); dystrophic with 60 days of age (D60); control at 60 days of age
supplemented with ascorbic acid (200mg / kg body weight) (CS60) and dystrophic 60 days of
age supplemented with ascorbic acid (200mg / kg body weight) (DS60). After the trial period
the animals were euthanized and ileus have been collected and processed following the
histological routine and stained by Masson's technique of Masson and for
immunohistochemical technique of acetylcholinesterase in total membrane prepared. The data
demonstrated that the thickness of the muscularis (um) and smooth muscle area (um?) of the
ileum was lower in dystrophic groups, especially Group D30. In animal DS60 the thickness of
the muscular layer was similar to the C60. Decreased cholinergic neuronal density of the
myenteric plexus of the ileum was lower in D30 animals, but this was similar in animals 60
days without treatment (C60 and D60) and higher in DS60 animals. Cell body profile area
(um?) was similar in animals of C30-C60 and D30-D60, but is was higher in DS60. The
nuclear area ratio / cytoplasmic area was lower in D30 and DS60 and higher in D60. Thus we
conclude that mdx mice occur in significant changes in the morphology of the muscular layer
and, consequently, morphological and functional changes of cholinergic neurons of the
myenteric plexus of the ileum and that supplementation with AA had neuroprotective effects
in these animals as preventing loss Neuronal.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy; Antioxidant; Ascorbic Acid; Muscular Tissue; Myenteric
Plexus; Morphofunctional Aspects; lleum.
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1 INTRODUCAO

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca de carater hereditario
recessivo ligado ao braco curto do cromossomo X, l6cus Xp21 (ABDEL-SALAM et al.,
2009; KOENIG et al., 1987), que resulta em miopatia grave, caracterizada por progressiva
degeneracdo muscular que compromete a qualidade e a expectativa de vida do individuo
(ABDEL-SALAM et al., 2009; BACCARI et al., 2007; BUSHBY et al., 2010), afetando
musculatura estriada, estriada cardiaca e a musculatura lisa que € o elemento primario dos
orgdos tubulares do trato digestério. A doenca evolui também com outras alteracGes
histopatolégicas importantes como aumento do tecido conjuntivo fibroso intersticial,

multiplos focos de necrose, intenso infiltrado inflamatdrio entre outras (SEIXAS et al., 1997).

1.1 A DMD e a deficiéncia/auséncia de Distrofina

Dentre as doengas conhecidas com o nome de “Distrofia Muscular” existe uma
chamada de DMD que ocorre com maior frequéncia e tem origem em um distdrbio genético
ligado ao cromossomo X no l6cus Xp21 e sub-banda Xp212 (KOENIG et at., 1987) que
atinge em media 1 em cada 3.500 individuos do sexo masculino nascidos vivos (BUSHBY et
al., 2010; JORGENSEN et al., 2011; VOISIN; DE LA PORTE, 2004), sendo que esta
mutacdo pode ndo estar presente na mde do paciente em cerca de um ter¢co dos casos
(AARTSMA-RUS et al.,, 2006). As mulheres portadoras geralmente sdo assintomaticas,
porém em cerca de 10% dos casos podem desenvolver uma cardiomiopatia isolada
(BUSHBY; MUNTONI; BOURKE, 2003), ou ainda podem apresentar fraqueza muscular
leve, espasmos musculares e elevacdo dos niveis séricos de creatina-quinase
(KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

As mutacBes que ocorrem no cromossomo X em pacientes com DMD interrompem a
estrutura de leitura para transcricio do RNAm em proteina (HOFFMAN; BROWN;
KUNKEL, 1987; VAN PUTTEN et al., 2014), resultando numa perda importante ou mesmo
auséncia de producdo da proteina distrofina funcional, a qual tem papel fundamental para o
bom funcionamento do tecido muscular por se tratar de um componente estrutural deste tecido
que liga o citoesqueleto da fibra muscular (actina) a matriz extracelular (AARTSMA-RUS et
al., 2006; NAKAMURA; TAKEDA, 2011). A molécula de distrofina ndo funcional quando

sintetizada apresenta-se com dele¢des na carboxila terminal e na regido rica em cisteina, o que



impede a ligagdo efetiva com o DAP na membrana celular, conferindo assim o fendétipo da
DMD (MATSUMURA; CAMPBELL, 1994; WORTON, 1995).

Nos portadores de DMD, a diminuicdo ou mesmo a falta da expressdo da proteina
distrofina leva a reducdo do complexo de proteinas a ela ligadas, causando alteracGes e/ou
destruicdo entre o citoesqueleto e a matriz extracelular, determinando a ruptura e necrose das
fibras musculares (ALVES et al., 2014; MATSUMURA; CAMPBELL, 1994; TINSLEY et
al., 1994; VAN PUTTEN et al., 2014) esqueléticas, cardiacas e do masculo liso (HOFFMAN
etal., 1987).

Dominio N-Terminal Dominio C-Terminal

Qoo @)

Dominio Rico em Cisteina

FONTE: adaptado de MANNING; O"MALLEY, 2015.

FIGURA 1: llustracdo da estrutura da proteina distrofina. A distrofina que é constituida por uma
extremidade carboxila (dominio C-terminal) que se liga as proteinas do complexo de
proteinas associadas a distrofina (DAP), o segundo dominio em forma de haste é
composto por 24 repeticdes de espectrina e 109 aminoacidos, um terceiro dominio rico

em cisteina e o dominio N-terminal que faz conexao com a actina

A distrofina esta presente em todos os tipos de musculos; localiza-se no sarcoplasma
que ¢ a superficie interna do sarcolema (MIYATAKE et al., 1991) e acredita-se que ela exerca
funcéo estrutural, reforgando o sarcolema durante o estresse mecanico da contracdo muscular
(ALVES et al., 2014; VAN PUTTEN et al., 2014) evitando a lise osmdtica, podendo atuar na
maturacdo dos receptores de membrana nas juncGes neuromusculares (PILGRAM et al.,
2010), e ainda desempenhar um papel menor mas importante em relacdo a capacidade de
resposta contratil da musculatura do intestino (ALVES et al., 2014; MULE; AMATO;
SERIO, 2010).

E sabido que existem vérias isoformas da distrofina, segundo Saudolet-Puccio; Kunkel
(1996), porém as distrofinas presentes nas fibras musculares e no tecido cerebral sdo bastante

semelhantes, proporcionando alteracdes citomorfologicas em sua auséncia ou deficiéncia.
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FONTE: adaptado de MANNING; O"MALLEY, 2015 ajustado de (ERVASTI, 2004).

FIGURA 2: llustracéo da distrofina realizando a conexdo entre a actina e a matriz extracelular
através do DAP. O DAP é um composto de proteinas ligadas a distrofina no lado da
membrana subsarcolemal incluindo os complexos de distroglicanos (o-, B-) e de

sarcoglicanos (a-, B-, y-,-0 ), além de sintrofinas, a-distrobrevina, sarcospan e laminina.

Além da distrofina, encontramos no sarcoplasma a sintrofina e a distrobrevina, ja na
regido transmembranar sdo identificadas as glicoproteinas distroglicanos, sarcoglicanos e
sarcospan (KIERSZENBAUM; TRES, 2012). A auséncia da distrofina em pacientes com
DMD causa a perda significativa das sarcoglicanos e de outros componentes do complexo
DAP (KIERSZENBAUM; TRES, 2012) produzindo alteracdes histopatoldgicas progressivas
que vao de necrose aguda, infiltrado celular inflamatorio, deposicdo de gordura, entre outros,
até a fibrose com atrofia muscular (KORNEGAY et al., 2014).

1.2 O trato gastrointestinal na DMD

Estudos realizados nos componentes do sistema digestorio de pacientes com DMD
demonstram que estes individuos apresentam dificuldades no processo de degluticdo que se

manifestam nas primeiras décadas de vida, e tendem a se agravar com 0 avancar da idade



(PANE et AL., 2006). Contribuindo para o quadro da disfagia e, consequentes disturbios
alimentares, em decorréncia de alteragdes estruturais e neuroldgicas envolvidas no complexo
processo da degluticdo, sendo possivel também detectar a diminuicéo de forca da musculatura
da mastigacdo (UEKI et al.,, 2007). A DMD compromete o funcionamento do trato
gastrointestinal (TGI), atingindo principalmente a musculatura lisa de suas paredes,
acarretando disturbios sérios na motilidade dos componentes do sistema digestério (ABDEL-
SALAM et al., 2009; BACCARI et al., 2005).

Sabe-se que a falta de distrofina leva, principalmente, a necrose do musculo estriado
esquelético e, consequentemente, enfraquecimento da musculatura. Quando esses danos
atingem a musculatura da mastigacdo ou da expressao facial, pode ocorrer um desequilibrio
entre elas (PENARROCHA et al.,, 1990) acarretando alteracdes no desenvolvimento
craniofacial de portadores de DMD (CUDNY, 1978; ECKARDT; HARZER, 1996;
MATSUYUKI et al., 2006), ou seja, alteragdes estruturais da cartilagem do processo condilar
da mandibula, uma vez, que esta sofre acdo direta da musculatura facial, em especial do
musculo masseter (GHAFARI; COWIN, 1989), podendo, consequentemente, levar a quadros
de disfagia ou a dificuldades para se alimentar (AMERICAN SPEECH-LANGUAGE-
HEARING ASSOCIATION, 2004).

Além disso, a DMD compromete o funcionamento do TGI principalmente da
musculatura lisa da parede dos 6rgdos desse trato levando a distarbios na motilidade
gastrointestinal (BOLAND et al., 1996; MANCINELLI et al., 1995; WILLIG, 1991), entre 0s
quais, disfagia, nauseas e vomitos (BOLAND et al., 1996), além de distencdo e dor
abdominal, constipacdo, hipomotilidade no transito gastrointestinal e impactacdo fecal
(MULE; AMATO; SERIO, 2010).

Segundo Alves et al. (2014), em camundongos mdx a auséncia de distrofina leva a
uma reducdo de 27% da espessura da camada longitudinal do ileo devido a algumas
mitocdndrias apresentarem interrup¢des internas na membrana, além de lesdo parcial na
camada mucosa, promovendo alteracdes na resposta contréatil do intestino.

Por ser esta musculatura lisa controlada pelo plexo mioentérico (PM), componente do
sistema nervoso entérico (SNE) (COSTA et al., 1994; FURNESS, 2000; STERNINI, 1988),
acredita-se que as alteraces evidenciadas na motilidade do TGl em portadores de DMD
podem estar relacionadas nao apenas a lesdes deste tecido muscular, mas também a alteracoes
dos proprios neurénios mioentéricos localizados entre as camadas musculares longitudinal e

circular da tiinica muscular.



O intestino desempenha junto com o estdmago um importante papel regulador do
processamento e absorcdo dos nutrientes ingeridos, além disso, representam uma das maiores
unidades neuroenddcrinas do corpo humano (KUO; RAYNER; HOROWITZ, 2007).

O ileo no ser humano corresponde a terceira por¢do do intestino delgado, sendo a
continuacdo do jejuno, com aproximadamente 3,5 m de comprimento e finalizando na jungéo
ileocecal; é o principal responsével pela reabsorgdo de &gua e eletrolitos no intestino delgado,
tendo seu epitélio de superficie renovando-se a cada 5-6 dias, com células tronco (CT)
dispostas na base das glandulas mucosas, vilosidades mais curtas e nddulos linfaticos
formando aglomerados chamados de placas de Peyer (KIERSZENBAUM; TRES, 2012;
ROSS; PAWLINA, 2008).

- Camada de musculo liso,
longitudinal externa.

- Camada de musculo liso,
circular interna.

- Submucosa.
- Placa de Peyer.

- Vilosidades.

FONTE: Acervo proprio, 2015.

FIGURA 3: Imagem histoldgica do ileo saudavel de rato wistar. Demonstracdo das estruturas

histoldgicas caracteristicas deste érgao.

Sabe-se que o mecanismo de contragdo do mdsculo liso é desencadeado por um
estimulo que aumenta o nivel dos fons de calcio (Ca®") citoplasmético proveniente do meio
externo, promovendo a fosforilagdo da cadeia leve de miosina que se liga aos filamentos de
actina proporcionando a contragdo da célula, quando os niveis de Ca* baixam a cadeia leve
de miosina é enzimaticamente desfosforilada e o musculo relaxa (KIERSZENBAUM; TRES,
2012).



Muitas sdo as hipdteses para o aparecimento dessas lesdes musculares. De acordo com
Jung et al. (2008) e Whitehead et al. (2006), a elevacdo dos niveis de Ca®" intracelular
promove o aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo poderosos

agentes oxidantes que explicaria os danos nas fibras musculares.

1.3 O SNE, PM e Acetilcolinesterase

Nas Ultimas décadas fisiologistas tem descrito uma intrincada rede neuronal nas
paredes do TGI responsaveis pelo controle da motilidade digestéria e vascular, levando-os a
propor uma terceira parte do sistema nervoso autbnomo chamada de gastroentérica ou SNE
(LENT, 2010). A rede multissinaptica do SNE é composta por uma grande variedade de tipos
de neurdnios, neurotransmissores e receptores (MACHADO;HAERTEL, 2014), sob o

comando préprio e modulado pelos sistemas simpatico e parassimpatico (FURNESS, 2000).

Compondo o SNE temos o PM ou plexo de Auerbach formado por uma rede de
ganglios e nervos que se estendem do esdfago ao canal anal, esta localizado entre a camada
circular e longitudinal da tunica muscular e desempenha um importante papel no peristaltismo
(MOREIRA et al., 2008; PHILLIPS; POWLEY, 2007), o plexo submucoso ou plexo de
Meissner disposto na camada submucosa responsavel principalmente pela secrecéo
gastrointestinal e o fluxo sanguineo local (FURNESS, 2012), e ainda o plexo da mucosa
(LLEWELLYN-SMITH et al., 1983).

Os corpos neuronais no PM estdo dispostos formando ganglios ou isolados e seus

filamentos axonais apresentam-se formando malhas (MIRANDA-NETO et al. 2001).

O TGI recebe inervacdo do nervo vago (BERTHOUD, 2008), suas fibras aferentes
formam uma extensa rede envolvendo o plexo mioentérico, a mucosa e o musculo liso, ja a
inervacdo motora é restrita ao PM (PHILLIPS, RHODES; POWLEY, 2006) e segundo
Berthoud (2008) juntamente com o sistema nervoso simpatico e mecanismos hormonais, co-

determina a taxa de absor¢édo de nutrientes, particdo, armazenamento e mobilizacao.

O PM ¢ formado por neurdnios nitrérgicos e neurbnios colinérgicos (PHILLIPS;
POWLEY, 2007; THRASIVOULOU et al., 2006). Os neurbnios nitrérgicos sdo 0s neurbnios
inibitdrios do intestino (THRASIVOULOQOU et al., 2006). Os neurbnios colinérgicos podem

ser subdivididos em calretinina e calbindina. Os neurdnios positivos para calretinina formam a
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maior populacdo de neurdnios do plexo mioentérico comparados com os neurdnios calbindina
positivos (THRASIVOULOU et al., 2006).

O oxido nitrico funciona como um importante neurotransmissor inibitorio no intestino
(KUO; RAYNER; HOROWITZ, 2007), enquanto a acetilcolina € um dos principais
neurotransmissores excitatorios do SNE (GUYTON; HALL, 2002).

A acetilcolina € produzida pela acdo da enzima colina acetiltransferase no axoplasma,
¢ armazenada nas vesiculas das terminacdes nervosas até que seja liberada nas juncoes
neuromusculares, onde ird ocorrer a sua degradacdo pela enzima acetilcolinesterase (ACHE)
(GUYTON; HALL, 2002). De acordo com Gabella (1994), a ACHE pode ainda ser usada
como um marcador de atividade colinérgica no TGI dos neurbnios acetilcolinesterase reativos
(ACHE-r).

1.4 A DMD e sua relagdo com Ca2+ e EROs

Estudos histopatoldgicos realizados em bidpsias de muasculos de pacientes com DMD
demonstraram que os niveis de Ca®* estdo mais elevados nestes do que em outras miopatias
(BODENSTEINER; ENGEL, 1978). Alves et al. (2014) também em seus estudos com
camundongos mdx demonstraram haver alteragdo no controle da entrada de Ca®* nas células
das fibras musculares lisa do ileo. Segundo alguns autores, os danos no tecido muscular
ocorrem pelo aumento das concentragdes de Ca®* no interior das fibras musculares
(BROOKES et al., 2004), sendo esta concentracdo por sua vez, estimulada pela ativacdo de
canais idnicos mecanosensiveis (WHITEHEAD et al., 2006; YEUNG et al., 2005) por EROs
(ALLEN et al., 2010).

A producdo aumentada de EROs pode ser responsavel pela degeneragdo muscular
tanto em pacientes de DMD e como também em camundongos mdx (DISATNIK et al., 2000).
De acordo com Allen et al. (2010), Jung et al. (2008) e Whitehead et al. (2006), a elevacédo
dos niveis de Ca?* no interior da célula também é responsavel pelo aumento na producéo de
EROs, o0 que explicaria os danos detectados nas fibras musculares, visto que, segundo Allen et
al. (2010) e Godin et al. (2012), a patogénese da DMD esta implicada na associacao e atuacao
em conjunto do aumento das EROs e dos niveis alterados de Ca** com disfuncio mitocondrial

e falha no metabolismo energético.
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Em Disatnik et al. (1998) verificaram que o0 estresse oxidativo ocorre antes dos danos
musculares, ou seja, pela terceira semana de vida dos camundongos mdx, sugerindo que a
producdo aumentada de EROs é uma das principais causas de lesdo da fibra muscular
distrofica e ndo um efeito secundario da degeneracdo muscular causada por outros
mecanismos, fato este comprovado por outros pesquisadores que verificaram que as EROs
produzidas pela NADPH oxidase provocam o aumento da concentracdo do Ca’* e ndo o
contrario (JUNG et al., 2008).

Apesar da grande incidéncia e do rapido avanco no conhecimento da genética da
DMD, até o momento nenhuma medida terapéutica, seja ela medicamentosa ou ndo, obteve
grandes resultados que pudessem levar a cura da doenca, fazendo com que a expectativa de
vida dessas pessoas nao ultrapasse as primeiras décadas de vida idade (BAUMGARTNER;
RUIZ, 2008; BUSHBY et al., 2010; EAGLE et al., 2002), em média de 30-40 anos de idade
(BUSHBY et al., 2010; RAHBEK et al., 2005). Contudo, muitos estudos experimentais tém
sido desenvolvidos utilizando os modelos animais distréficos como os cées da raca Golden
Golden Retriever e os camundongos mdx, sendo este Gltimo o modelo animal mais comum
por ndo apresentar tanta variacdo fenotipica (BANKS; CHAMBERLAIN, 2008).

1.5 Terapia com antioxidantes na DMD e o efeito neuroprotetor

Com a intengcdo de minimizar os efeitos da DMD, tem sido aplicadas as mais
diferentes terapias que vao desde a fisioterapia (DE ARAUJO LEITAO et al., 1995) e a
pratica de atividades fisicas (LAI et al., 2009; WOODDELL et al., 2010), até aquelas que
utilizam medicamentos (RUEGG, 2013), CT (JAZEDJE et al., 2009; KERKIS et al., 2008) e
terapia genética (WANG; LI; XIAO, 2000).

Considerando pesquisas que ndo observaram sinais evidentes de lesdo muscular em
modelos experimentais em fases iniciais de vida (como o camundongo mdx), mas que
detectaram indicios de estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento dos produtos de
oxidacdo lipidica, diminuicdo na geracdo de forca e da producdo de enzimas antioxidantes,
tém-se focado no estresse oxidativo como alvo das terapias, registrando o emprego de
metodologias que defendem a administragcdo de agentes antioxidantes (BORNMAN et al.,
1998; BUETLER et al., 2002; PASSAQUIN et al., 2002; PULIDO et al., 1998; WILLIAMS;
ALLEN, 2007; WHITEHEAD et al. 2006), ainda que os estudos atuais tenham apresentados
dados inconsistentes (LAWLER, 2011) e, dependendo da idade em que se encontra o portador
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de DMD, a administracdo de antioxidantes pode ndo promover resultados positivos, o que foi
caracterizado em experimentos cujo tratamento iniciou-se em estagios avancados da doenca
(RANDO, 2002).

Desta forma, podemos inferir que a administracdo de agentes antioxidantes como, por
exemplo, o acido ascorbico (AA), em camundongos mdx com 30 e 60 dias de idade poderiam
minimizar os danos causados pelas EROs decorrentes da auséncia de distrofina nas fibras
musculares, bem como, em outros tecidos relacionados diretamente com o tecido muscular,
como é o caso do PM.

Conforme descreve Rando (2002), alguns estudos foram realizados com antioxidantes
em pacientes com DMD, mas os resultados ndo foram positivos talvez pelo tratamento ter
sido iniciado em estagios avancados da doenca, fato este que ndo seria repetido neste projeto,
uma vez que nele se propde o estudo experimental em animais jovens.

Como em estudo in vivo demonstraram diminuicdo de lesbes musculares em
camundongos mdx suplementados com antioxidantes derivados do cha verde (BUETLER et
al., 2002; NAKAE et al., 2012); com N-Acetilcisteina diminuicdo da lesdes musculares
esqueléticas (HNIA et al., 2007; WHITEHEAD et al., 2002) e reducéo das lesdes ho musculo
cardiaco (WILLIAMS; ALLEN, 2007; WHITEHEAD et al., 2008), e com idebenona
(BUYSE et al.,, 2011), entre outros exemplos de compostos, pode-se inferir que a
administracdo de AA na dieta dos animais empregados no presente estudo, contribua para
minimizar os danos causados pelas EROs decorrentes da auséncia de distrofina nas fibras
musculares, bem como, em outros tecidos diretamente relacionados, como é o caso dos
neuronios do PM.

E visto atualmente na literatura investigacdes sobre a existéncia de uma associago
entre a DMD e ocorréncia de lesées no SNC (YAMAMOTO et al., 2014), assim como
potenciais deficiéncias sensoriais e atraso no desenvolvimento motor conforme sugerido por
Troise et al. (2014).

Tem sido relatado em estudos que o AA desempenha um papel importante na
neuroprotecdo (CLEBIS, 2003; MULE et al., 2006; VEIT; ZANONI, 2012) neurotransmissio
e neuromodulagdo (CHEN et al., 2012), revertendo os efeitos deletérios do estresse oxidativo
(HARRISON; BOWMAN; POLIDORI, 2014) sobre o cérebro (MORETTI et al., 2014) e
neurdnios mioentéricos do estobmago (CLEBIS, 2013), por exemplo, além de possuir um papel
importante na maturacédo e funcdo neuronal (HARRISON; MAY, 2009).
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Ja é conhecido na literatura o papel do AA como co-fator enziméatico da dopamina -
hidroxilase, nas células cromafins, para a producdo de noradrenalina (MAY; QU;
MEREDITH, 2012).

Segundo Nualart et al. (2012), o AA também pode atuar beneficamente na regulagéo
do resultado de terapia com CT em doencas neurodegenerativas protegendo as CT de radicais
livres, favorecendo a sobrevivéncia e proliferacdo celular e, ainda numa segunda etapa,
modulando a diferenciacdo das CT em neur6nios integrados a rede neuronal, anteriormente
com defeito, por vias ainda desconhecidas.

Desde décadas atrés, o AA tem mostrado efeitos importantes também sobre o sistema
nervoso periférico (SNP) como o forte efeito mielinizante em células de Schawnn na raiz do
ganglio dorsal, além de ser considerado de grande potencial para uso em outras neuropatias
periféricas (GESS; ROHR; YOUNG, 2013). Ja tendo sido comprovada a interagio entre 0 AA
e o sistema colinérgico, atribuindo um efeito neurotréfico em neurénios colinérgicos do ileo
(ZANONI; FREITAS, 2005), e respostas motoras alteradas de componentes colinérgicos em
camundongos knockout-/-Gulo (HARRISON et al., 2008).

1.6 O Acido Ascérbico

O AA ou vitamina C é o0 nome comum dado ao &cido 2,3-enediol-L-gulénico, um
notavel antioxidante solGvel em adgua (MANDL; SZARKA; BANHEGY!I, 2009) e em etanol
absoluto, em forma de sélido branco ou amarelado, com sabor &cido e semelhante ao gosto de
suco de laranja (BOBBIO; BOBBIO, 2003), sendo encontrado em uma grande variedade de
alimentos e formulacbes de suplementos. Apresenta a capacidade de doacdo de elétrons e,
desta forma, neutraliza as EROs (ARAUJO, 2015) que em niveis elevados induziriam ao
colapso da membrana mitocondrial e potencialmente levaria a apoptose celular (SICILIANO
et al., 2007), além de atuar como sinergista na regeneracdo de antioxidantes primarios como a
vitamina E (MANDL; SZARKA; BANHEGY|, 2009), sendo classificado como removedor de
oxigénio.

O AA (CgHgOg) € cristalino com ponto de fusdo de 190 a 192 °C, massa molecular
176,13 g/mol, densidade 1,65 g/cm3, acidez (pKa): 4,17 (primeira), 11,6 (segunda) insoluvel
nos solventes organicos comuns, como cloroférmio, benzeno e éter, sendo facilmente oxidado
por reacOes hidroliticas, oxidagdo enzimética, fotoxidacdo e autoxidacdo em acido L —
dehidroascorbico (BOBBIO; BOBBIO, 2003; KUTSKY, 1981).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mandl%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szarka%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%26%23x000e1%3Bnhegyi%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mandl%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szarka%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%26%23x000e1%3Bnhegyi%20G%5Bauth%5D
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FONTE: Hevia, 2011.

FIGURA 4: llustracdo da estrutura do AA e reacdo de oxidacdo em L-dehidroascorbico. A
reacdo oxido-reducdo se da: na oxidacéo pela retirada de dois 4&tomos de hidrogénio da

molécula, e na reducéo pela adigdo de dois &tomos de hidrogénio recompondo o AA.

Os seres humanos sdo incapazes de produzir AA devido a auséncia da enzima L-
gulonalactona oxidase que converte glicose em AA (MANDL; SZARKA; BANHEGYI,
2009), sendo dependente de fontes dietéticas. A absorcdo do AA no intestino se dé no jejuno e
no ileo na presenca de sddio na luz intestinal (GUGLIELMUCCI; SOTO; LOWENSTEIN
apud SOTO, 1992). A concentracdo do AA no plasma sanguineo em humanos é regulada pela
ingestdo oral e absor¢do intestinal, acimulo nos drgdos e tecidos, reabsor¢do renal, e taxa de
utilizacdo decorrente de alguma patologia (LEVINE; PADAYATTY; ESPEY, 2011).

O AA é amplamente distribuido em todos os tecidos do organismo e estes podem
apresentar reservas variaveis, sendo, por exemplo, altos teores encontrados no SNC (MAY,
2012) mais especificamente no cérebro (BOWMAN, 2012), e teores menores nos musculos
(GUILLAND; LEQUEU, 1995). No homem, as reservas corporais de AA podem variar de 0
até 3000 mg em caso de ingestdo maior de 1 g/dia de AA, com média de 1500 mg para
ingestdo média de 45-75 mg de AA (GUILLAND; LEQUEU, 1995). A suplementacéo de AA
ndo interfere na expectativa de vida dos pacientes, segundo Paganini-Hill, Kawas e Corrada
(2015).

Na insuficiéncia de AA, seja por ingestdo insuficiente, absorcdo deficitaria ou
necessidades aumentadas, as estruturas colagenosas sdo primeiramente afetadas, causando,
entre outros problemas, deficiéncia na producdo de colageno e prejuizo na reparagéo tecidual
(Peterkofsky, 1991), levando a sindromes clinicas como o escorbuto quando as reservas estao
abaixo de 300mg de AA (GUILLAND; LEQUEU, 1995).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mandl%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szarka%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%26%23x000e1%3Bnhegyi%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%26%23x000e1%3Bnhegyi%20G%5Bauth%5D
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Os efeitos de altas dosagens de AA ndo ttm demonstrado comprometimentos graves,
visto que vitaminas hidrossolUveis tem seu excesso no organismo eliminado através de
depuracdo renal (FUCHS; WANNMACHER, 2010). Geralmente, os efeitos adversos sdo
debelados pela suspencéo da suplementacdo extra de AA, porém pacientes com problemas de
acumulo de oxalato de calcio tendem, conforme estudos recentes, a formacdo de célculos
renais (BUEHNER et al., 2015; FUCHS; WANNMACHER, 2010).

1.7 O uso do camundongo mdx como modelo animal

No ambito da DMD, o uso de modelo animal para se identificar os determinantes
genéticos e avaliar a eficacia de novas terapéuticas tem sido bastante amplo. Estes modelos
podem ainda advir de forma espontdnea ou ser gerados por manipulagdo genética
(KORNEGAII et al., 2014). Existem modelos animais ndo mamiferos como os peixe-zebra e a
Drosophila (PLANTIE et al., 2015), além de varios animais mamiferos como: camundongos
(LEFAUCHEUR; PASTORET; SEBILLE, 1995), gatos (GASCHEN et al., 1998), suinos
(HOLLINGER et al., 2013), e cdes (SMITH et al., 2011).

De acordo com Bridges (1986), os camundongos mdx ndo expressam o fenotipo
caracteristico da DMD; uma vez que as alteracdes/lesdes musculares sao reparadas a partir da
oitava semana (McARDCE et al., 1995). Entretanto, outros pesquisadores descreveram que é
possivel observar em camundongos mdx da terceira até a oitava semana de vida fraqueza
muscular progressiva, comprometimento do coracdo (musculo cardiaco) e do trato digestorio
(LEFAUCHEUR; PASTORET; SEBILLE, 1995), além de niveis séricos elevados de enzimas
sarcoplasmaticas e alteragdes compativeis com as encontradas em pacientes portadores da
DMD (BULFIELD et al., 1984).

Na presente pesquisa, optou-se por utilizar camundongos mdx, conforme
recomendacdo de Kornegay et al. (2014) e Willmann et al. (2012), que colocam o modelo
supracitado como excelente para estudos patoldgicos e terapéuticos da DMD; com genética e
bioquimica homéloga a DMD humana, ja sendo usado como modelo pré-clinico ha quase trés
décadas (SPURNEY et al., 2009).

Os camundongos mdx foram descritos pela primeira vez em 1984 de acordo com
Sicinski et al. (1989) e surgiram de uma mutacdo espontanea do gene responsavel pela
sintetizacdo da proteina distrofina (BULFIELD et al., 1984), sendo inicialmente identificados
em uma colénia de camundongos C57BL10/ScSn (LEFAUCHEUR; PASTORET; SEBILLE,
1995).


http://ilarjournal.oxfordjournals.org/content/55/1/119.long#ref-114
http://ilarjournal.oxfordjournals.org/content/55/1/119.long#ref-152
http://ilarjournal.oxfordjournals.org/content/55/1/119.long#ref-293
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Apesar deste modelo experimental apresentar reparos teciduais e recuperacdo
significativa das disfungdes clinicas por volta dos 18 meses de idade (BRIDGES, 1986;
LEFAUCHEUR; PASTORET; SEBILLE, 1995), eles continuam a apresentar alteracdes
histopatoldgicas progressivas que reduzem em cerca de 20% a expectativa de vida dos
animais (CHAMBERLAIN et al., 2007).

O inicio do processo de degeneracdo e alteracBes histoldgicas no tecido muscular
destes animais ocorre por volta do 18° dia p6s-natal (QUIRICO-SANTOS; RIBEIRO-
CARVALHO; SAVINO, 1995) ou em torno da 32-4% semanas de vida (LEFAUCHEUR,;
PASTORET; SEBILLE, 1995). Segundo Grounds (2008), os camundongos mdx apresentam
uma fase aguda de manifestacOes celular e molecular da doenga por volta da 42-62 semanas de
vida, correspondendo no humano a faixa etaria de 10 anos a 16-18 anos de idade, sendo
considerados jovens em ambos 0s casos; estabilizando-se e tornando-se crdnica apds este
periodo, o camundongo com mais de 6 semanas de vida é considerado adulto e com 8
semanas de vida corresponderia a um humano com cerca de 20 anos de idade.

Desta forma, neste projeto foram estudados animais, camundongos mdx, com 30 e 60
dias de idade (4 e 8 semanas, respectivamente) a fim de se verificar os efeitos da
suplementacdo do AA nos danos causados pela DMD na fase aguda e crbnica, € no
favorecimento dos reparos teciduais descritos na literatura em funcdo da capacidade

regenerativa desses animais.
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2 PROPOSICAO

Tendo em vista que a DMD promove alteracGes em todo o tecido muscular (musculo
estriado esquelético, musculo estriado cardiaco e masculo liso e, em outros tecidos com ele
relacionados e, observando os achados na literatura cientifica dos efeitos dos antioxidantes em
portadores de DMD, a realizacao desta pesquisa é justificada.

O AA é conhecido como um antioxidante de custo relativamente baixo e que a maioria
da populacdo tem acesso, quer seja, por meio de remédios, suplementos vitaminicos ou
através da alimentacdo com a ingestdo de alimentos ricos em vitamina C.

Busca-se, entdo, elucidar os efeitos da DMD sobre a morfofisiologia da musculatura
lisa e do PM do ileo, assim como, a acdo da suplementacdo com acido ascorbico sobre
diferentes aspectos morfolégicos em animais com auséncia de distrofina a fim de se obter
melhor entendimento sobre esta doenca e, consequentemente, vir a propor novos estudos e/ou
terapéuticas que possam ser expandidos a populacdo e propiciar no futuro uma melhoria da

qualidade de vida de pacientes portadores de DMD.

2.1 Objetivo geral
Este estudo tem por objetivo principal avaliar os efeitos da suplementacdo com AA
sobre a tunica muscular do ileo e, consequentemente, sobre a morfofisiologia do PM em

camundongos mdx.

2.1 Objetivos especificos

— Analisar a morfologia da tinica muscular (camadas circular e longitudinal) do ileo;

— Quantificar a densidade neuronal (neurdnios marcados por ACHE) do ileo de
animais normais e com auséncia de distrofina, submetidos ou ndo a suplementacdo de acido
ascorbico;

— Mensurar a area do perfil do corpo neuronal, area nuclear e area citoplasmatica
(neurénios marcados com ACHE) do ileo de animais normais e com auséncia de distrofina,

submetidos ou ndo a suplementacgéo de acido ascorbico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Neste trabalho foram utilizados 60 animais, sendo 30 camundongos mdx machos,
portadores de distrofia muscular (C57BL/10-Dmd™) e 30 camundongos machos normais
(C57BL/10) provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo (animais controle) e do Biotério da Fiotec da Fundagdo Oswaldo Cruz do Rio de
Janeiro — FIOCRUZ (animais distréficos).

Ressaltamos que este projeto foi encaminhado a CEUA do ICB/USP (Parecer n°
164/2011 da CEUA/ICB/USP) (anexo 01). Da carcaca dos animais utilizados no projeto
inicial desenvolvido na USP foram coletados os segmentos intestinais usados nesta pesquisa
e, portanto, apos encaminhado o referido projeto de pesquisa para a analise da CEUA da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Parecer Isento n°® 057/2013) (anexo 02).

Os animais foram distribuido em seis grupos com 10 animais cada como segue:
e (C30 - controle com 30 dias de idade;

e D30 — distréfico com 30 dias de idade;

e C60 — controle com 60 dias de idade;

e (CS60 — controle suplementado com AA, com 60 dias de idade;

e D60 - distréfico com 60 dias de idade;

e DS60 — distréfico suplementado com AA, com 60 dias de idade.

3.2 Metodologia

3.2.1 Protocolo experimental

Durante o periodo experimental os animais foram pesados e permaneceram
acomodados em caixas de polipropileno (5 animais por caixa) providas de bebedouro e
comedouro mantidas em condic¢Ges controladas de temperatura (24+2°C) e de iluminacdo
(ciclo de 12 horas claro/ 12 horas escuro) e, receberam racéo (Nuvital®) e 4gua ad libitum.

Apbs o periodo experimental, os animais dos grupos C30 e D30 (com 30 dias de
idade) e, os animais dos grupos C60, CS60, D60 e DS60 (com 60 dias de idade) foram
eutanasiados em camara de didxido de carbono (CO,) no Biotério do Departamento de
Anatomia — ICB.
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Em seguida, foi retirado o jejuno-ileo da cavidade abdominal e colocado sobre uma
folha de papel milimetrado e fotografado. As imagens obtidas foram analisadas pelo software
Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) para
determinacéo da &rea (cm?).

O ileo foi entdo separado do jejuno por seccao transversal, tendo como limite cranial o
inicio da insercdo da prega ileocecal, e limite caudal a juncdo ileocecal. Em cada grupo foram
abstraidos 5 animais para a andlise histoldgica do ileo e os outros 5 animais foram utilizados
para andlises quantitativas e morfométricas dos neurénios mioentéricos ACHE-r do ileo.
Sendo submetido as diferentes técnicas como segue:

e Técnicas para analise da tUnica muscular: apés fixacdo em solucdo de Bouin por 24

horas, os ileos foram processados seguindo-se a rotina histoldgica, e incluidos em parafina
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983; TOLOSA et al., 2003) (anexo 03). Para a analise deste
tecido foram confeccionadas 6 laminas com quatro cortes transversais de 6um (cortes semi-
seriados com distancia entre eles de 18 um) e coradas através do seguinte método: Tricrdmico
de Masson (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983; TOLOSA et al., 2003) (anexo 03).

e Técnicas para analise do plexo mioentérico: Técnica de Acetilcolinesterase (marca a

populagéo neuronal ACHE-r).

3.2.2 Suplementacdo com AA

Os animais dos grupos CS60 e DS60, a partir do 31° até o 60° dias de vida, foram
suplementados, por meio de gavagem, diariamente com 200 mg/kg de peso do animal, diluido
em agua (GUIDO, et al., 2010; TONON et al., 2012).

3.2.3 Andlise Qualitativa da Tunica Muscular

Para esta andlise foi utilizada coloracdo de Tricrbmico de Masson nas seccles
histoldgicas do ileo para evidenciar a citoarquitetura tecidual.

Para a analise qualitativa, levamos em conta a morfologia dos animais controle e, a
partir dai foram realizadas comparagdes com a morfologia dos animais distréficos e
suplementados.

Para cada uma das 30 imagens capturadas foram realizadas trés mensuraces em cada
campo microscépico para analise da espessura da tunica muscular (um) e calculada a area
ocupada pelo musculo liso da ttnica muscular (um?) usando o programa de computador
Image-Pro Plus 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).
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3.2.4 Técnica para a Anélise do PM: ACHE-r

Esta técnica, desenvolvida por Karnovsky e Roots (1964), consistiu inicialmente no
preenchimento dos ileos com paraformoldeido a 4% em tampao fosfato, este preenchimento
foi realizado pela mesma pessoa em todas as amostras para se manter 0 mesmo grau de
distensdo do tecido e ndo comprometer a analise; e em seguida, foi realizada a ligadura das
extremidades, sendo identificada a por¢do oral com linha de uma determinada cor e porcgéo
aboral com linha de outra cor, e imersdao no mesmo fixador por um periodo de 30 minutos a 4°
C.

Depois de imersos durante 12 horas em solucdo uma solugcdo A (Krebs contendo
hialuronidase -2000 UTR- e tetraisopropil pirofosforamida - iso-OMPA), 0s espécimes foram
mantidos por um periodo de 24 horas a 4° C, em um meio de incubacdo (solucéo B) contendo
0,17 M de acetilcolina, 6,5 mL de tampao fosfato (0,1M, pH 7,1), 0,5ml de citrato de sodio
(100 mM), 1 mL de sulfato de cobre (30 mM), 1 mL de agua destilada e 1ml de ferricianeto
de potéssio (5 mM), a qual foi acrescentada a solucéo A, na propor¢édo de 2:1.

Apbs a incubacdo, o ileo foi transferido e mantido em solucdo fixadora de
paraformaldeido tamponado 4% por 48 horas, em seguida as amarras das extremidades foram
removidas e o ileo foi seccionado ao longo do seu eixo longitudinal a partir da por¢do aboral,
para garantir que vai ser usado o ileo e ndo o jejuno, em fragmentos de 1 cm de comprimento,
abertos na borda mesentérica e submetidos a microdissec¢cdo para obtencdo dos preparados

totais de membrana.

3.2.5 Obtencéao dos preparados de membrana

Os ileos fragmentados para a elaboracdo de preparados totais de membrana tiveram
cada segmento submetido a microdissecacdo sob estereomicroscopio com transiluminacao,
para a retirada da camada mucosa e da tela submucosa, com preservacdo das tinicas muscular
e serosa (Figura 5) (CLEBIS, 2006).
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Plexo mioentérico
Camada muscular circular

No espaco delimitado

Camada pela chave “{” temos o
muscular

- preparado de membrana
longitudinal

propriamente dito.

Mucosa

Muscular
da mucosa

Fonte: adaptado de Furness (2012).
FIGURA 5: Elaboracéo do preparado total de membrana.

3.2.6 Obtencéo das imagens

A documentacdo fotografica dos resultados obtidos foi realizada no Laboratério
Microcelt do departamento de Morfologia da UFRN através de um microscopio trinocular
(BA-410, Motic), acoplado a uma camera de video (Moticam 5) e, conectados a um
computador e a um monitor colorido de 17 polegadas, utilizando a objetiva de 40x (area do

campo fornecida pelo miscroscopio de 0,165mm?). Para cada preparado de membrana foram

analisados 30 campos microscdpicos da area intermediaria, totalizando uma 4rea de 4,97mm?
(Figura 6).

Legenda: M = Regidao mesentérica.
| = Regido intermediaria.
A = Regido antimesentérica.

FIGURA 6: llustracdo do método de analise dos preparados de membrana.
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3.2.7 Analise quantitativa dos neurdnios mioentéricos

Para a quantificacdo dos neur6nios foram contados todos os neurdnios presentes nos
30 campos microscopicos das regides intermediarias dos preparados de membrana, visto que,
segundo Miranda-Neto et al. (2001) no ileo existe uma densidade neuronal maior na regido
mesentérica e menor densidade neuronal na regido antimesentérica. A area analisada total foi

de 4,97mm? e os dados foram expressos como neurénios/mm? (densidade neuronal).

3.2.8 Area do perfil do corpo celular e &rea nuclear dos neur6nios mioentéricos (zm?)

A mensuracdo da area do perfil do corpo celular e area nuclear dos neurbnios
mioentéricos foram realizadas pelo programa de analise de imagem Image-Pro Plus 4.5.0.29
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Para tanto, os campos utilizados para a quantificagdo neuronal foram novamente
analisados, sendo mensurados os 100 primeiros neurbnios presentes nas imagens de cada
animal, que é a quantidade minima necessaria para se ter uma boa amostra segundo 0s

principios da estereologia/morfometria, totalizando 500 neurdnios por grupo.

3.2.9 Area citoplasmética dos neurdnios mioentéricos (um?)

O célculo da éarea citoplasmatica dos neurénios mioentéricos foi realizado com os
valores obtidos nas mensuracGes da area do perfil do corpo celular e da area nuclear,
conforme Moreira et al. (2012), sendo a area citoplasmaética resultado da subtracdo do valor
aferido da area do perfil do corpo celular pelo valor da &rea nuclear mensurada.

3.2.10 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através do software GraphPad
Prism 5.1, levando-se em consideracdo o0s principios de amostragem sistematica e
uniformemente aleatéria (GUNDERSEN et al., 1999) onde para as variaveis que
apresentaram distribuicdo simétrica e com igualdade de variancia (homocedasticidade), foi
utilizado o teste one way ANOVA seguido por comparacfes multiplas pelo método de Tukey
e o teste de Person para verificar as correlagdes entre as diferentes variaveis. O nivel de
significancia adotado para todos os testes foi de 5% (ZAR, 1984), ou seja, valores foram
considerados como significativos quando a probabilidade e indice de significancia (p) foram

menores que 0,05 (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal e area intestinal (jejuno-ileo)

O peso corporal inicial dos animais de todos os grupos ao desmame era semelhante
(Tabela 1).

Tabela 1. Peso Inicial (PI), Peso Final (PF) e Area Intestinal (Al). Grupos: controle com 30 dias de
idade (C30), distrofico com 30 dias de idade (D30), controle com 60 dias de idade (C60), distrofico
com 60 dias de idade (D60), controle suplementado com AA e com 60 dias de idade (CS60) e
distréfico suplementado com AA e com 60 dias de idade (DS60).

Grupos PI (g) PF (g) Al (cm?
C30 18,51+1,08° 18,51+1,08° 17,22+1,85°
D30 18,37+1,90° 18,37+1,90° 17,44+0,47°
C60 18,41+1,02° 22.39+3,87" 17,86+1,08°
D60 18,39+1,22° 26,31+1,09° 18,15+1,48°

CS60 18,48+1,71° 22,2941, 27" 20,2+1 45"
DS60 18,49+1,32° 21,78 +1,62° 18,41+2,49°

Resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Valores de medias seguidos por diferentes letras na mesma coluna sdo
estatisticamente diferentes. (p < 0,05). n =5 camundongos por grupo.

Em relacdo ao peso corporal ao final do experimento (Tabela 1), os animais dos
grupos com 60 dias de idade apresentaram peso corporal maior (p<0,05) do que aqueles com
30 dias de idade: C60 (16,2%); D60 (30,17%); CS60 (16,95%); e DS60 (15,65%). O maior
peso corporal verificado nos animais mais velhos era esperado uma vez que estes passaram
por periodo maior de crescimento do desmame até os 60 dias de idade.

Entre os grupos C30 e D30, ndo ocorreu diferenca significativa (p<0,05) no peso final,
demonstrando que a DMD né&o afetou o peso corporal dos animais entre a fase do desmame
até os 30 dias de idade (Tabela 1).

Nos animais ndo suplementados de 60 dias de idade, aumento de 14,89% no peso
corporal (p<0,05) foi verificado no grupo D60 em relacdo ao C60 (Tabela 1). J&, entre os
animais suplementados (grupos CS60 e DS60) ndo foi verificada diferenca significativa

(p>0,05) no peso corporal final, indicando que o AA foi eficaz na manutencdo do peso
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corporal dos animais distréficos (grupo DS60) em relacdo ao respectivo grupo controle
(CS60) (Tabela 1).

A area total (cm2) do jejuno-ileo foi mensurada em todos 0s grupos para determinar
possiveis alteracdes decorrentes da distrofia muscular (Tabela 1). Apenas o grupo CS60
apresentou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) neste parametro em relagdo aos

demais grupos.

4.2 Mensuragcdes da parede do ileo

Nesta etapa foram mensuradas a espessura da tanica muscular do ileo (um) e a area
ocupada por tecido muscular liso (um?) na parede do fleo (Tabela 2 e Fig. 7).

Tabela 2. Parametros morfoldgicos da parede do fleo: Espessura da Camada Muscular (ECM) e Area
da Camada Muscular (ACM). Grupos: controle com 30 dias de idade (C30), distréfico com 30 dias de
idade (D30), controle com 60 dias de idade (C60), distrofico com 60 dias de idade (D60), controle
suplementado com AA e com 60 dias de idade (CS60) e distrofico suplementado com AA e com 60
dias de idade (DS60).

Grupos ECM ACM
(Hm) (Hm?)
C30 14,73 + 1,14 12,947.0 + 1,019.0?
D30 9,73+1,22° 6,172.1 + 994.5°
C60 12,06 + 1,52 13,339.2 + 1,911.0°
D60 11,71 + 1,54 9,730.9 + 1,266.1°
CS60 11,75+ 1,07® 13,875.3+2,177.9°
DS60 12,25 +1,11° 8,885.1 + 1,098.2"

Resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Valores de medias seguidos por diferentes letras na mesma coluna sdo
estatisticamente diferentes. (p < 0,05). n =5 camundongos por grupo.
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Figura 7: Micrografias Opticas representativas de sec¢des com 6-um do ileo corado com
Tricromico de Masson. Sendo os grupos: controle (A: C30, B: C60 e C: CS60) e mdx (D:
D30, E: D60 e F: DS60). Observar a camada muscular circular (CMC), a camada muscular
longitudinal (CML) e a reducdo da espessura da camada muscular (*). Objetiva de 40x.
Barra de escala: 100 pum.

Para determinar a espessura da tunica muscular, foram obtidas trés medidas em cada
imagem obtida de 30 campos microscopicos/animal). A area da tGnica muscular ocupada por
musculo liso foi determinada numa area total de 4,97 mm? equivalente a 30 campos
microscopicos. Para ambas as analises, as amostras foram coradas pela técnica de Tricrémico
de Masson (Tabela 2 e Fig. 7).

No grupo D30, a espessura da tanica muscular do ileo foi 33,94% menor (p<0,05) do
gue no grupo C30. Entre os animais de 60 dias de idade ndo suplementados (C60 e D60) nao
foram identificadas diferencas estatisticas significativas (p <0,05) neste parametro. Apesar do
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grupo DS60 apresentar o aumento de 4,08% na espessura da tanica muscular, esta diferenca
também nao foi significativa (p<0,05) (Tabela 2 e Fig. 7).

Na comparacdo entre os animais de 30 e 60 dias de idade ndo suplementados, a
espessura da tanica muscular foi 18,18% menor nos animais mais velhos (grupo C60) em
relagdo aos animais mais jovens (grupo C30). No grupo D60 a espessura foi 16,98% maior
(p<0,05) do que no grupo D30 (Tabela 2, Fig. 7).

Ja, entre os animais de 60 dias de idade suplementados comparados com 0s seus
respectivos controles ndo suplementados e de mesma idade (grupos C60 e D60), a espessura
da tanica muscular do ileo ndo diferiu significativamente (p<0,05) nos grupos sem
suplementacdo e nos grupos suplementados houve um aumento da espessura da tunica
muscular no grupo DS60 em relacdo ao grupo D60 (Tabela 2, Fig. 7).

O tecido muscular liso nos animais de 60 dias ndo suplementados (grupo C60)
aumentou em relacdo aos animais controles de 30 dias (grupo C30), porém sem significancia
estatistica (p<0,05). J& entre os animais distréficos ocorreu o aumento de 36,57% no grupo
D60 (p<0,05) em relacdo a D30 (Tabela 2).

A comparacao entre animais de 60 dias suplementados e 0s seus controles evidenciou
aumento de 3,86% do tecido muscular no grupo CS60 em relagdo ao C60 (p<0,05). Ja, o
grupo DS60 apresentou diminuicdo de 8.69% deste tecido quando comparado com 0 grupo
D60 (p<0,05) (Tabela 2).

A area ocupada pelo tecido muscular no ileo comparada entre os grupos distroficos e
animais ndo distréficos foi: 52,32% menor (p<0,05) no D30 em relacdo ao grupo C30;
27,05% menor nos animais do grupo D60 quando comparados com os animais do grupo C60
(p<0,05); e no grupo DS60 foi 35,96% menor (p<0,05) do que em CS60 (Tabela 2).

Também foram verificadas as correlacdes entre essas duas variaveis (Fig. 8).

A anélise da correlacdo entre a espessura da tanica muscular do ileo (um2) e a area
desta tunica ocupada por tecido muscular liso (um?) de camundongos controle e distréfico
detectou os seguintes coeficientes de correlagdo de Person (r): -0,22 em C30 (p=0,72); 0,27
em D30 (p=0,66); 0,65 em C60 (p=0,24); 0,97 em D60 (p=0,01**); 0,75 em CS60 (p=0,14) e,
0,26 em DS60 (p=0,68) (Fig. 8).

Apesar do grupo CS60 apresentar r=0,75, que representaria correlacdo moderada, esta
ndo foi significativa. Desta forma, apenas em D60 foi verificada correlacdo positiva forte e

significativa entre as duas variaveis (Fig. 8).
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Figura 8: Correlagdo entre a espessura da camada muscular e a &rea ocupada por este tecido de
musculo liso, nos animais dos grupos: controle (A: C30, B: C60 e C: CS60) e mdx (D:
D30, E: D60 e F: DS60). r = coeficiente de Person; p (nivel de significancia).

4.3 Neurénios ACHE-r do PM

N&o foram identificadas diferencas quanto a organizacdo e disposi¢do dos neurdnios

mioentéricos ACHE-r do ileo em quaisquer grupos analisados (Fig. 9).
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Figura 9: Neurdnios mioentéricos do ileo de camundongos C57BL/10 identificados pela técnica
de Acetilcolinesterase. A) Morfologia e coloragdo dos components do SNE: ganglio (*),
fibras primarias ( —), fibras secundarias ( ) € fibras terciarias (—). B) Mostrando
ganglio (*) e corpos neuronais ( P ) fibras primarias ( (). Objetiva de 20x (barra de
escala: 100 um); objetiva de 40x (barra de escala: 50um).

Em relacdo a densidade de neurdénios ACHE-r (neurdnios/mm?) os resultados estio
apresentados na Fig. 10.

Reducdes (p<0,05) de 42,16% na densidade neuronal no grupo C60 em comparagao ao
C30, e de 3,14% em CS60 em relacdo ao C60 (p<0,05) foram constatadas. Nos animais
distroficos, ao contrario, houve aumento progressivo na densidade de neurébnios ACHE-r entre
0s grupos analisados.

Entre os animais distroficos, a densidade neuronal foi 28,33% maior no grupo D60 em
relacdo ao grupo D30 (p<0,05), e 53,04% maior no grupo DS60 do que em D60 (p<0,05).

J&, no grupo D30, a densidade neuronal foi 56,42% menor (p<0,05) em relacdo ao
C30. Nos animais de 60 dias sem suplementacdo (D60) houve aumento de 4,89% quando
comparado a C60 (p<0,05). Nos animais suplementados o aumento foi de 56,75% no grupo
DS60 em relagdo ao CS60 (p<0,05).

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas nas dimensdes da area
intestinal dos animais sem suplementacdo, sendo assim é possivel inferir que a distrofia
muscular promoveu reducéo no grupo D30 em relagéo ao seu respectivo controle C30, assim
como, gque houve uma reversdo deste quadro nos animais distréficos ndo suplementados D60
em comparacdo com C60.
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celular dos neurénios mioentéricos (um?). Correlagio entre a densidade neuronal e a
area do perfil celular em animais dos grupos: controle (C: C30, D: C60 e E: CS60) e mdx
(F: D30, G: D60 e H: DS60). r = coeficiente de Person; p (nivel de significancia).
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Porém, quando os animais suplementados foram analisados, observou-se aumento
significativo na area intestinal de 8,86% nos animais do grupo CS60 em rela¢do ao DS60. Se
esta diferenca for considerada como um fator de correcéo para densidade neuronal no grupo
CS60, pode-se inferir a presenca de aproximadamente 1554,3 neur6nios/mmz2 neste grupo, ou
seja, a densidade neuronal média no grupo CS60 continuaria sendo significativamente menor
(52,91%) daquela observada nos animais de DS60.

A analise morfometrica do perfil celular (Fig. 10) apresentou aumento de 9,96% na
area do perfil do corpo celular dos neurénios ACHE-r do plexo mioentérico do ileo nos
animais do grupo C60 em relagdo ao C30 (p<0,05) e reducdo de 7,41% em CS60 quando
comparado ao C60 (p<0,05). N&o foram identificadas diferencas significativas entre os grupos
D30 e D60 (p<0,05), porém em DS60 houve aumento de 9,4% em relacdo ao D60 (p<0,05)
(Fig. 10B).

Quando comparadas a area do perfil do corpo celular entre os animais distroficos e
respectivos controles dentro da mesma faixa etéria e tratamento, verificou-se aumento de
3,92% em D30 em relacdo ao C30 (p<0,05). No grupo D60 este parametro foi 4,75% menor
do que no C60 (p<0,05), e em DS60 foi 11,94% maior que CS60 (p<0,05) (Fig. 10B).

A correlacdo entre a densidade neuronal e a area do perfil do corpo celular evidenciou
0s seguintes resultados: C30 (r=0,53, p=0,36); C60 (r=-0,12, p=0,85), CS60 (r=0,08, p=0,89),
D30 (r=0,15, p=0,81), D60 (r=0,59, p=0,29) e DS60 (r=-0,06, p=0,92). N&o houve correlacdo
significativa (p<0,05) entre estas duas variaveis em todos 0s grupos estudados (Fig. 10C-H).

Em relagdo a analise morfométrica do nicleo & &rea nuclear (um?) (Fig. 11A), ndo
ocorreram diferencgas significativas (p<0,05) entre os animais dos grupos C30 e C60.
Contudo, aumento (p<0,05) de 9,02% neste pardmetro em CS60 foi verificado quando
comparado ao C60.

Nos animais distréficos do grupo D60, a area nuclear foi 8,95% maior do que em D30
(p<0,05). No grupo DS60 a area do nucleo foi 3,7% menor do que em D60 (p<0,05) (Fig.
11A).

Reducdo de 5,42% na area nuclear foi verificada em D30 em comparagdo a C30
(p<0,05), aumento de 4,34% em D60 em relacdo ao seu controle C60 (p<0,05), e diminuicdo

de 8,5% desta area nos animais DS60 em comparagdo a CS60 (p<0,05) (Fig. 11A).
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Figura 11: A) Area nuclear e citoplasmética (um?) de neurdnios mioentéricos colinérgicos do
ileo. B) Area nuclear: Razao da area citoplasmatica. Correlagio entre a area nuclear e
a area citoplasmatica nos animais dos grupos: controle (C: C30, D: C60 e E: CS60) e mdx
(F: D30, G: D60 e H: DS60). r = coeficiente de Person; p (nivel de significancia).
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A anélise morfométrica para a area citoplasmatica (um?) (Fig. 11A) dos animais do
grupo C60 foi 13,44% e 13,05% maior do que as verificadas em C30 (p<0,05) e em CS60
(p<0,05), respectivamente. Os animais distroficos dos grupos D30 e D60 apresentaram areas
citoplasmaticas semelhantes (p<0,05) entre si. Ja, no grupo DS60 a area citoplasmatica foi
13,49% maior que no D60 (p<0,05) (Fig. 11A).

Quando comparados animais distréficos com seus respectivos controles de mesma
faixa etaria, constatou-se que a area citoplasmatica foi: 7,1% maior em D30 do que em C30
(p<0,05); 7,79% menor em D60 do que no grupo C60 (p<0,05); e 18,43% maior em DS60 do
que em CS60 (p<0,05) (Fig. 11B).

A anélise da correlacdo entre a area nuclear (um?) e a area citoplasmatica (um?) dos
neurdnios ACHE-r do plexo mioentérico do ileo de camundongos controle e distrofico
evidenciou os seguintes resultados: C30 (r=-0,88, p=0,051); C60 (r=-0,69, p=0,20); CS60 (r=-
0,88, p=0,052); D30 (r=-0,90, p=0,03); D60 (r=0,70, p=0,18); e DS60 (r=-0,28, p=0,65) (Fig.
11C-H). Apesar da forte correlagédo verificada nos grupos C30 e CS60, apenas o grupo D30
apresentou correlacdo estatisticamente significativa (p<0,05).

Quanto a razao entre a area nuclear/area citoplasmatica (Fig. 11B), ocorreu diminuicao
de 13,15% em C60 em relagdo a C30 (p<0,05) e aumento de 21,42% em CS60 comparado a
C60 (p<0,05). Nos animais distroficos, a razdo area nuclear/area citoplasmatica foi 13,15%
maior em D60 em comparacdo ao D30 (p<0,05) e 18,42% menor em DS60 em relagdo a D60
(p<0,05).

Quando comparados os animais distroficos e controle de mesma idade e tratamento
constatou-se que a razdo area nuclear/area citoplasmatica em D30 foi 13,15% menor do que
em C30 (p<0,05). No grupo D60 a referida relagdo foi 13,15% maior do que em C60 (p<0,05)
e no grupo DS60 foi 26,19% menor do que no CS60 (p<0,05) (Fig. 11B).

Na relacéo entre a densidade neuronal (neurénios/mm?) e a razdo area nuclear/area
citoplasmatica (Fig. 12), ndo houve correlacdo estatisticamente significativa (p<0,05) entre
estas duas variaveis em todos os grupos analisados como segue: C30 (r=-0,41, p=0,49); C60
(r=-0,05, p= 0,94); CS60 (r=0,51, p=0,38); D30 (r=0,45, p=0,45); D60 (r=-0,56, p=0,33); e
DS60 (r=-0,21, p=0,74) (Fig. 11A-F).
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4.4 CorrelacOes entre area da tunica muscular, mensuragdes neuronais e

densidade neuronal

A fim de se estabelecer a relacéo entre as alteragcbes da morfologia da tunica muscular

com as constatadas no plexo mioentérico (populacdo neuronal ACHE-r), as correlagdes entre
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a 4rea da tdnica muscular ocupada por fibras musculares lisas (um?) e a densidade neuronal
(neurdnios/mm?) (Fig. 12A-F) e com a razdo &rea nuclear/area citoplasmatica, foram
verificadas (Fig. 13A-F).

A correlacdo entre a densidade neuronal e a area muscular do ileo nos diferentes
grupos foi: C30 (r=0,24, p=0,69); C60 (r=0,23, p=0,71); CS60 (r=0,01, p=0,98); D30 (r=-
0,74, p=0,15); D60 (r=-0,64, p=0,25); e DS60 (r=-0,02, p=0,98). Em nenhum dos grupos a
correlacdo foi estatisticamente significativa (Fig. 12).

A correlacdo entre a razdo area nuclear/area citoplasmatica e a area muscular foi: C30
(r=-0,94, p=0,02); C60 (r=-0,11, p=0,87); CS60 (r=-0,10, p=0,88); D30 (r=0,14, p=0,82); D60
(r=-0,27, p=0,6); e DS60 (r=0,66, p=0,22). Apenas o grupo C30 apresentou diferenca
estatistica significativa (p<0,05).

Apesar das correlacfes entre a area do musculo liso, a densidade neuronal e a razédo
area nuclear/area citoplasmatica ndo serem estatisticamente significativas (p<0,05), o0s
resultados obtidos sugerem significantes interagdes entre elas, pois entre alguns parametros
nos grupos estudados houve moderada correlacdo negativa: a densidade neuronal e a razéo
area nuclear/area citoplasmatica em D60 (r=-0,56) (Fig. 11G); correlacdo negativa moderada
entre a densidade neuronal e a area de musculo liso em D30 (r=-0,74) (Fig. 13D) e em D60
(r=-0,64) (Fig. 13E); e moderada correlacdo positiva entre a razdo area nuclear/area
citoplasmatica e a area de masculo liso maior em DS60 (r=0,66) (Fig. 13F).

Esses resultados indicam que os danos na parede intestinal podem alterar a densidade
neuronal e, consequentemente, a atividade neuronal observada pela razdo area nuclear/area
citoplasmatica em animais distréficos (grupos D30 e D60), bem como é sugestivo de efeito
benéfico, ainda que discreto, da suplementacdo com AA na manutencdo da musculatura
intestinal e da populacdo de neurdnios ACHE-r em animais distréficos suplementados (grupo
DS60).
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5 DISCUSSAO

5.1 Peso corporal e area intestinal

O aumento do peso corporal nos animais distroficos (D60) em relacdo ao controle
(C60) evidenciado neste trabalho corrobora os relatos de Blain et al. (2013) no estudo
realizado com camundongos de 24 semanas de idade. Duas hipoteses podem justificar este
aumento de peso: a existéncia de diminuicdo da atividade fisica em animais distroficos e,
consequentemente, menor perda de massa muscular (HANKARD et al., 1996) e,
semelhantemente como observado em humanos, poderia ocorrer acimulo de gordura e de
tecido conjuntivo nos animais com DMD (DE LUCA, 2012; HOFFMAN; DRESSMAN,
2001; KIM et al., 2013; TERRILL et al., 2013). Porém, a suplementacdo com AA impediu o
aumento de peso dos animais DS60, mantendo-os semelhantes aos animais do grupo C60.

Em relacéo a érea total (cm?) do jejuno-ileo ndo foram observadas diferencas na érea
intestinal decorrentes da distrofia muscular ou do tratamento com AA, como também

constatado por Mule, Amato e Serio. (2010).

5.2 Mensuracdes da parede do ileo

Diminuicdo da espessura da tanica muscular nos animais distroficos de 30 e 60 dias
também foi relatada por Alves et al. (2014) e, segundo estes pesquisadores, esta diminuicédo
poderia levar a alteracdes na resposta contratil intestinal. No presente estudo, resultados
semelhantes foram encontrados, e a suplementagdo com AA contribuiu para a melhoria deste
parametro nos animais DS60 em comparagéo aos D60.

As alteracBes musculares observadas em animais distroficos poderiam levar a
mudancas do peristaltismo local (AZZENA; MANCINELLI, 1999; MANCINELLI et al.,
1995; MULE; AMATO; SERIO, 2010; SERIO et al., 2001; WILLIG, 1991).

Na comparacgdo entre animais distroficos e controles foi observada reducdo da area
ocupada por tecido muscular. Opostamente ao descrito por Kornegay et al. (2014), no
presente estudo ndo foram constatados em quaisquer grupos indicios de infiltrado inflamatorio
ou de fibrose, porém a atrofia muscular também foi encontrada.

Os estudos de Lefaucher; Pastoret; Sebille (1995) ndo demonstraram alteracfes nas
fibras musculares lisas do TGI de camundongos mdx. Kim et al. (2013) e Brolio et al. (2014)

sugerem que, em substituicdo ao tecido muscular, é possivel observar o acimulo de tecidos
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adiposo e conjuntivo, porém os referidos pesquisadores ndo verificaram fibrose ou outras
alterac6es no ileo em seus estudos.

Em camundongos mdx, Ozawa et al. (1999) relataram alteracbes morfologicas que
caracterizam degeneracdo muscular a partir da terceira semana de vida.

Alteracdes dos niveis de Ca** na musculatura do fleo foram descritas por Alves et al.
(2014). Tais alteracbes podem ocorrer pela ativacdo de canais i6nicos mecanosensiveis
(WHITEHEAD et al., 2006; YEUNG et al., 2005) devido ao aumento de EROs ou vice-versa,
ja que a patogénese da DMD néo esta esclarecida. Porém, sabe-se que existe a acdo conjunta
do aumento das EROs e dos niveis alterados de Ca®* com disfungdo mitocondrial e falha no
metabolismo energético (ALLEN et al., 2010).

5.3 Neurdnios ACHE-r do PM

Além da integridade da tOnica muscular, outro elemento importante para o
funcionamento do intestino é o SNE. Alteragdes nos componentes do plexo mioentérico
localizado entre as camadas circular e longitudinal da tunica muscular do TGI podem
aumentar ou diminuir o peristaltismo intestinal (DEMEDTS et al., 2013; FURNESS, 2012;
FURNESS et al., 2014; TAMEYASU et al., 2004).

Diferentes neurotransmissores sdo expressos no plexo mioentérico, entre eles a
acetilcolina que estimula a contracdo da musculatura lisa intestinal (ERICKSON et al., 2014;
FUNG et al., 2014; QU et al., 2008).

Por meio da técnica histoquimica da Acetilcolinesterase em preparados totais de
membrana (KARNOVISKY; ROOTS, 1964), a populacdo neuronal ACHE-r do plexo
mioentérico do ileo que inclui neurdnios colinérgicos foi analisada, sendo que nos resultados
apresentados ndo houve diferencas quanto a organizacdo e disposicdo dos neurbnios
mioentéricos ACHE-r do ileo em quaisquer grupos analisados. Conforme Gabella (1994) os
corpos neuronais apresentavam-se, geralmente, formando ganglios e alguns sendo observados
em disposicdo isolada, e ainda de acordo com Miranda-Neto et al (2001) os filamentos
axonais formaram malhas neuronais classificadas como primarias, secundarias e terciarias.

A retracdo ou a dilatacdo do tecido ou do drgdo, neste caso o intestino, pode
influenciar a densidade neuronal. Na retracdo, os neurénios tendem a ficar menos dispersos
aumentando a densidade neuronal/area. O contrario ocorreria com a dilatagdo ou aumento da
area intestinal, permitindo maior dispersdo dos neurdnios e, consequentemente, menor

densidade neuronal/area. Como nédo foram observadas diferengas estatisticas significativas nas
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dimensdes da area intestinal dos animais sem suplementacdo que pudessem indicar retracéo
e/ou dilatacdo do intestino, constatou-se que a distrofia muscular promoveu, na fase inicial de
vida dos camundongos mdx (grupo D30), reducdo da densidade neuronal em relacdo aos seus
controles (grupo C30), bem como, reversdao deste quadro nos animais distroficos néo
suplementados (grupo D60) em comparacgdo aos animais controles (grupo C60).

Em relacdo ao aumento da area do perfil do corpo celular verificados no grupo DS60
em comparacdo a D60 e CS60, € possivel inferir que isto se deva ao efeito neurotréfico do
AA, corroborando com o estudo de Zanoni e De Freitas (2005).

De acordo com Natali e Miranda-Neto (1996), quanto maior a razdo area nuclear/area
citoplasmatica, maior sera a atividade celular, pois indica que a célula estd em anabolismo.
Desta forma, pode-se inferir que os animais dos grupos C30, D60 e CS60 encontravam-se em
atividade anabolica maior. Sendo uma possivel razdo para 0 aumento anabdlico no animais
C30 o fato deles serem jovens e ainda ndo terem atingido a maturidade neuronal
(GAGLIARDO; RIBEIRO, 2005), para o grupo D60 é possivel que tenha ocorrido como
forma de suprir a ocorréncia de morte celular (ZANONI et al. 2002) e no grupo CS60, como o

AA ativa 0 metabolismo, pode ter exercido um papel neurotréfico (ZANONI et al. 2005).

5.4 Correlagbes entre area da tunica muscular, mensuracdes neuronais e

densidade neuronal

Os resultados demonstraram que os danos na parede intestinal podem influenciar a
densidade neuronal interferindo na atividade neuronal observada pela razdo area nuclear/area
citoplasmatica em animais distroficos (grupos D30 e D60), como ja apresentado, assim como
é sugestivo de efeito benéfico, ainda que discreto, da suplementa¢do com AA na manutencao
da musculatura intestinal e da populacdo de neurbnios ACHE-r em animais distréficos
suplementados (grupo DS60).

Entre os neurbnios evidenciados pela histoquimica da acetilcolinesterase, encontram-
se neurdnios colinérgicos que sdo excitatorios para a musculatura (AL-QUDAH et al., 2014;
CHEN et al., 2015; ERICKSON et al., 2014; FUNG et al.,, 2014; FURNESS, 2012,
WILHELM et al., 2015) e, por esta razéo, quaisquer alteracdes nestes poderiam comprometer

0 peristaltismo local.
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Os resultados desta pesquisa indicam que alteragcBes morfoldgicas na parede intestinal
(tdnica muscular) e, consequentemente, na populacdo neuronal ACHE-r do ileo de
camundongos mdx, ocorreram nos animais de 30 dias de idade (grupo D30). As alteracGes
histologicas na musculatura estriada esquelética em camundongos mdx tém inicio por volta
do 18° dia de vida (QUIRICO-SANTOS et al., 1995), ou em torno da 3? a 42 semanas de vida
(LEFAUCHEUR; PASTORET; SEBILLE, 1995), corroborando os resultados relatados.

Segundo Grounds (2008), os camundongos mdx apresentam uma fase aguda de
manifestacdes celulares e moleculares da doenca por volta da 4%-6% semanas de vida,
correspondendo, em humanos, a faixa etaria dos 10 anos aos 16-18 anos de idade.

Algumas pesquisas fomentam a utilizagdo de antioxidantes como forma de tratamento
complementar em camundongos mdx, ja que existem indicios de que o estresse oxidativo,
caracterizado pelo aumento dos produtos de oxidacdo lipidica, diminuicdo na geracao de forca
e da producédo de enzimas ocorrem nestes animais (BORNMAN et al., 1998; BUETLER et
al., 2002; PASSAQUIN et al., 2002; PULIDO et al., 1998; WHITEHEAD et al., 2006;
WILLIAMS; ALLEN, 2007).

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos no uso de diferentes
antioxidantes na protecdo dos neurdnios dos plexos entéricos em processos naturais e
patologicos que envolvam o aumento do estresse oxidativo como, por exemplo, o
envelhecimento (KORSAK et al., 2012; MELO et al., 2013; VEIT et al., 2012) e o diabetes
mellitus (FERREIRA et al., 2013; LOPES et al., 2012; TRONCHINI et al., 2012).

Em um estudo in vivo, Buetler et al. (2002) e Nakae et al. (2012) evidenciaram
diminuicdo de lesdes musculares em camundongos mdx suplementados com antioxidantes
derivados do cha verde. O uso da N-Acetilcisteina promoveu a diminui¢do das lesdes na
musculatura estriada esquelética (HNIA et al., 2007; WHITEHEAD et al., 2008) e reducéo de
lesGes no masculo cardiaco (WILLIAMS; ALLEN, 2007; WHITEHEAD et al., 2008).

Pesquisas relatam que o AA desempenha importante acdo na neuroprotecdo (CLEBIS,
2003; MULE et al., 2006; VEIT et al., 2012), neurotransmiss&o e neuromodulacdo (CHEN et
al., 2012), revertendo os efeitos deletérios do estresse oxidativo (HARRISON et al., 2014)
sobre o cérebro (MORETTI et al., 2014) e neurbnios mioentéricos do estbmago (CLEBIS,
2013), além de importante atuacdo na maturacdo e funcdo neuronais (HARRISON; MAY,
2009).
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6 CONCLUSOES

« Em relacdo a morfologia da tunica muscular do ileo constatamos indicios de lesGes
em camundongos mdx de 30 dias, uma vez que foram observadas:
= diminuicdo da espessura da camada muscular;

= diminuicdo da area ocupada por musculo liso nos animais D30.

« A densidade neuronal foi menor nos animais distréficos de 30 dias quando comparado

a0 seu controle.

« A suplementacdo com AA teve efeito neuroprotetor nos animais do grupo DS60,

impedindo a perda neuronal constatada nos animais D30.

« A érea do perfil do corpo celular foi maior nos animais distréficos de 30 dias e, em

DS60 manteve-se semelhante a C60.

« A érea nuclear nos animais distréficos foi maior enquanto que a area citoplasmatica foi
menor no grupo D60 em relacdo ao seu controle, levando a maior razdo area nuclear/area

citoplasmatica neste grupo.

« Os dados indicam que as lesdes musculares podem influenciar a densidade dos
neuronios reativos a acetilcolinesterase, uma vez que:
= em animais controle sem suplementacdo houve correlagcdo positiva moderada entre
a densidade neuronal e a area ocupada por musculo liso (P>0,05);
= enquanto que em animais distréficos sem suplementacdo esta correlacdo foi

moderada e negativa (P>0,05).

« Esses fatos permitem inferir que a suplementacdo com AA é benéfica para minimizar

os efeitos degenerativos resultantes do DMD em camundongos mdx.
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PROCESSAMENTO DE MATERIAL PARA HISTOTECNICA (EMBLOCAMENTO E CORTE)

1. Desidratagéo:

Alcool 70% - 1h

Alcool 80% - 1h

Alcool 90% - 1h

Alcool Absoluto | (100%) — 1h
Alcool Absoluto 11 (100%) — 1h
Alcool Absoluto 111 (100%) — 1h

2. Diafanizacdo:

Xilol I - 1h
Xilol Il - 1h
Xilol I - 1h

3. Impregnacao:

Parafina | - 1h
Parafina Il - 1h
Parafina Ill - 1h

4. Emblocamento:
e Colocar parafina derretida no molde;
e Inserir o material na posicdo de corte desejada;
e Pode usar a pinca levemente aquecida para ao material nao aderir;
e Colocar a identificacdo (escrever sempre com grafite);
e Deixar esfriar naturalmente (se colocar na geladeira o bloco pode rachar).

5. Corte do Material no Micr6tomo:

e Antes de realizar os cortes no micrétomo, deixar os blocos no congelador da geladeira
por 24h e retirar apenas no momento de fazer os cortes;

e Dependendo material a espessura do corte pode variar, geralmente, os cortes sdo em
torno de 4um, 5pum, ou mais.

e Os cortes sdo colocados em agua com um pouco de alcool 70% para distender o tecido
que tenha enrugado durante o corte no micrétomo;

e Depois os cortes sdo colocados em recipiente chamado de Banho Maria com agua
aquecida a 42°C para completar a distensdo e sdo pescados em seguida com a lamina.

e Ap0s esse processo, aguarda-se a secagem da lamina com o material e da inicio ao
procedimento de desparafinizacdo para ser realizada a técnica de coloragéo.
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Protocolo de Desparafinacdo

Realizar a sequéncia abaixo com o material na lamina, ja previamente desparafinado na estufa
(60°C) por 24h.

10 min — Xilol 1

10 min — Xilol 2

10 min — Xilol 3

5 min — Alcool Absoluto 1
5 min — Alcool Absoluto 2
5 min — Alcool Absoluto 3
5 min — Alcool 90%

5 min — Alcool 80%

5 min — Alcool 80% com amonia *

* Para tecidos fixado com Bouin.
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Protocolo de Coloracdo com Tricrédmico de Masson

Realizar a sequéncia de baterias do Protocolo de Desparafinacao, para em seguida realizar o
protocolo de coloracdo descrito abaixo:

Realizar a hidratacdo com alcool até 70° na sequéncia da desparafinacdo — 5 min
Agua destilada — 5 min

Mordentar em solugdo de Bouin por uma noite em temperatura ambiente

Agua destilada — 5 min

Corar com hemotoxilina férrica de weigert — 5 min

Lavar em agua corrente por 5’ ou 10’

Corar com fucsina &cida-escarlate de Biebrich — 5 min

Lavar em agua destilada — 10 min

Tratar em solucédo de acido fosfotingstica/fosfomolibdica — 10 min

Sem lavar, corar em solucdo de azul de anilina acética — 15 min

Passar em &gua destilada

Lavar em solugdo de &cido acético 1% (5ml de acido acetico + 995ml de dgua) — 3 min
Passar pela 4gua destilada

Desidratar (s6 passar p/ ndo descorar - Alcool 80%; 5 min — Alcool 90%; 5 min — Alcool
Absoluto 1; 5 min — Alcool Absoluto 2; 5 min — Alcool Absoluto 3)

Diafanizar (5 min — Xilol 1; 5 min — Xilol 2; 5 min — Xilol 3)

Enfim, realizar a montagem da ld&mina com Permounth ou Ethelan e laminula, e aguardar a
secagem por no minimo 24h.
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Instructions for Authors

Cell and Tissue Research

General
Cell & Tissue Research publishes reports on novel results in any area of experimental
biology. The work should be of high significance within its field, but also of interest to

researchers outside the immediate area. Papers should be as concise as possible.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal
and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
now provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open
Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition
is made available publicly through Springer's online platform SpringerLink. We regret that
Springer Open Choice cannot be ordered for published articles. Open Choice does not apply
to Society Journals.

Editorial procedure

Paper submissions will no longer be accepted. Authors are requested to submit papers in
English online in order to facilitate quick and efficient processing. Electronic submission
substantially reduces the editorial processing and reviewing times and shortens overall
publication times.

To submit your manuscript log directly onto the site at the following link and upload your
manuscript following the onscreen instructions http://mc.manuscriptcentral.com/ctr
Co-authors should note that they have the responsibility to read and edit manuscripts bearing
their name.

For further information contact the Editorial Office: ctr@springer.com

Organization and General Style of Research Articles
Avrticles need to be efficient and concise. Authors are requested to submit a cover letter

explaining the significance of the work and its contribution to the field.


mailto:ctr@springer.com
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Abstract:
A single paragraph of fewer than 250 words.

Keywords:
Up to five.

Introduction:

Succinct, no subheadings.

Materials and methods:
Should follow the Introduction and should provide enough information to permit repetition of

the experimental work.

Results and Discussion:
May each be divided by subheadings. Symbols and names for genetic loci, alleles, DNA and
RNA should be italicized. Nonstandard abbreviations should be defined when first used in the

text. All text should be double spaced.

References:
Include only articles that have been published or are in press. Personal communications

should be documented by a letter of permission.

Please use the following style:
Bornstein JC, Furness JB, Smith TK, Trussell DC (1991) Synaptic responses evoked by

mechanical stimulation of the mucosa in morphologically characterized myenteric neurons of

the guinea pig ileum. J Neurosci 11:505-518
Furness JB, Costa M (1987) The enteric nervous system. Churchill Livingstone, Edinburgh.
Unsicker K, Suter-Crazzolara C, Krieglstein K (1999) Neurotrophic roles of GDNF and

related factors. In: Hefti F (ed) Handbook of experimental pharmacology, vol 134.
Neurotrophic factors. Springer, Berlin Heidelberg New York, pp 189-224
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Artwork Guidelines

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your
artwork — photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be
produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work

will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS
office files are not acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures
are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Line drawings should have a minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

Definition: Photographs or paintings with fine shading.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the
figures themselves (without lettering).

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art
Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftone plus line drawing,
halftone with extensive lettering, color diagrams.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.
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Color Art
Color illustrations if meaningful are free of charge.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, we request to use Arial.

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 12 -16 pt.
Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an
axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions into your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures must always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts must be denoted by lowercase roman letters (a, b, c, etc.) Type Arial, size 12-16
pt. Please use always letters of the same size for the principal lettering inside your figures.

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2, A3,

etc.

Figure Captions

Each figure should have a caption describing accurately what the figure depicts.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in
bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the
end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as
coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference
citation at the end of the figure caption.
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Figure Placement and Size

Authors must prepare their illustrations to match following sizes:

- 1 subcolumn width (3.9 cm)

- 1 column width (8.4 cm)

- 1.5 column width (12.9 cm)

- the whole page width (17.4 cm)

- length can vary, but must not exceed 23.4 cm

When submitting a panel, all parts should be arranged as one figure and saved in a single file.
Panels should not be boxed in by borderlines. The vertical and horizontal space between the

individual parts of a figure should be consistently 1mm.

Cover figures
Cover figures are chosen by the Coordinating Editor. Suggestions for cover illustrations are
welcome (the author must own copyright to the image). The image must be sharp enough to

allow magpnification to the size of 13 cm (length) x 18 cm (width).

Publication Schedule

We try to let authors have the reviewers’ comments in less than a month. After acceptance,
articles will be published electronically within approximately 6 weeks on the net
(http://www.springerlink.com) and in the journal in less than three months.

One complimentary copy is supplied. Orders for offprints can be placed by returning the order

form with the corrected proofs.

Paper types

Reviews (up to 20 printed pages including illustrations) and Minireviews (no more than 5
printed pages, line drawings only) should address issues relevant to a wide readership and
intelligible to non-specialists. Minireviews must focus on topics of recent experimental
research. Proposals for reviews/ minireviews should be submitted to the Coordinating Editor.
At-a-glance articles are a new format in Cell & Tissue Research and highlight a topic of high
general interest. Typically, an At-a-glance article is 2 printed pages in length (8500
characters), with 2 figures and approx. 15 literature references. It does not have abstract or

keywords.
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Brief accounts containing new and interesting results may be published as Short
communications (up to 4 printed pages, including figures and tables).

Electronic Supplementary Material

Authors are free to submit supplementary material and, if the manuscript is accepted for
publication, such material will be published online at the publisher’s website, linked to the
article.

All supplementary material can be submitted in standard file formats including in each file the
following information: article title, journal name, author names. To accommodate user
downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long download times

and that some users may experience other problems during downloading.

Submission formats:

- for text and presentations submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not
suitable for long-term viability

- a collection of figures may also be combined in a PDF file - spreadsheets should be
converted to PDF

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material
as a citation, similar to that of figures and tables. For each supplementary material, please
supply a concise caption describing the content of the file. Name the files consecutively, e.g.
“Figure S1”, Figure S2”, “Table S1”, “Table S2” and refer to the supplementary files as
“Electronic Supplementary Material”, e.g. “s. Electronic Supplementary Material, Fig. S1”.
Electronic supplementary material will be published as received from the author without any

conversion, editing, or reformatting.
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For more information concerning submissions to Cell & Tissue Research consult

http://springer.com
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