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INTRODUCAO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a mais comum das distrofinopatias,
acometendo uma em cada 3500 criancas nascidas vivas do sexo masculino (ENGEL et
al., 1994). A DMD é causada por mutacao no gene responsavel pela expressao da
proteina distrofina, cuja auséncia em fibras musculares provoca instabilidade no
sarcolema e degeneracao muscular progressiva (GROUNDS et al., 2005). Pacientes com
DMD apresentam perda progressiva da forca muscular e vao a obito por insuficiéncia
cardiorrespiratdria na segunda década de vida (ENGEL et al., 1994). InUmeros estudos
utilizam o musculo quadriceps do camundongo mdx por ser um dos mais susceptiveis a
mionecrose (PUTTEN et al.,, 2010). No presente projeto padronizamos a téecnica de
retirada e congelamento do musculo quadriceps, apos realizar estudos histopatologicos,
garantido melhor fixacao do material e qualidade de resultados. Também padronizamos a
técnica da grade invertida para avaliacao da forca muscular dos camundongos mdx.

OBJETIVOS

1. Padronizar a técnica da “grade invertida” para avaliacdo da forca dos membros
anteriores e posteriores dos animais mdx.

2. Realizar analise histopatologica comparativa das diferentes partes do musculo
guadriceps, quanto a degeneracao muscular, regeneracao e fibrose.

MATERIAIS E METODOS

Utilizamos camundongos com 4 meses de idade, de ambos 0s sexos, sendo 5 mdx e 5
C57BL/10. A degeneracao muscular foi analisada por meio da quantificacao de fibras
marcadas com Azul de Evans. A regeneracao foi avaliada através da mensuracao do
numero de fibras musculares com nucleo central coradas com Hematoxilina-Eosina. A
area de fibrose foi evidenciada pela coloracao de Tricromico de Masson. A avaliacao da
forca muscular (Figura 1) foi feita uma vez por semana, no periodo da manha, durante 3
semanas consecutivas. Os camundongos foram colocados sobre a grade, esta era
girada em um angulo de 180° a 32,5 cm de altura e o tempo de permanéncia deles
agarrado na grade era guantificado.

Figura 1: A esquerda, camundongo mdx em
posicao para medida do tempo de
permanéncia, na grade invertida (rotacao

de 180°).

REFERENCIAS

RESULTADOS

Em A e B corte transversal do
musculo quadriceps, parte medial,
de um C57BL/10 e porcao do
conjunto de vastos, de um mdx,
respectivamente. A auséncia de
coloracao verde entre as fibras em
ambos 0s animais, indica auséncia
de fibrose nesta idade (4 meses).
Notar presenca de fibras com
nucleo central no  musculo
distrofico (seta em B). Coloracao
tricromico de Masson.
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Avaliacao da degeneracao e regeneracao muscular (%)

Conjunto de Vastos Conjunto de Reto

. Média 0,77 0,42
Degeneracao (AE) _ .
Desvio padrao 0,19 0,13
Média 87,12 84,1
Regeneracao (HE
J ¢ao (HE) Desvio padrao 1,72 3,09

Tabela 1: Analise histopatologica do musculo quadriceps de animais mdx. Porcentagem de fibras
marcadas com AE e porcentagem de fibras com nucleo central coradas com HE. Observe que
menos de 1% das fibras estdao marcadas com AE e cerca de 85% das fibras apresentam nucleo
central, revelando auséncia de degeneracéao e predominio de fibras regeneradas, respectivamente.

Medida de Forca — Grade Invertida

C57BL/10 (M) C57BL/10 (F) mdx (M) mdx (F)
Média 38,16 75,94 47 21 257,99*
Desvio Padrao 18,43 91,76 12,25 106,70

Tabela 2: Média e desvio padrao do tempo de permanéncia na grade, em segundos, ao longo de 3
semanas. *diferenca significativa (teste t de Student; p<0,05) quando comparado a todos 0s grupos.
M significa macho e F € o mesmo que fémea.

CONCLUSAO

A analise histopatoldgica comparativa do quadriceps (conjunto de vastos e reto femoral)
de camundongos mdx com 4 meses de idade sugere que o0 processo de degeneracao-
regeneracao ocorre de forma semelhante nas diferentes por¢coes do musculo quadriceps
e apresenta reduzida atividade mionecrotica. A avaliacdo da forca pela técnica da grade
invertida revelou que as fémeas mdx aparentam ser mais fortes que os animais dos
demais grupos, mas Isto pode estar relacionado ao comportamento de paralisacao
apresentado pelos camundongos mdx quando colocados em um ambiente estranho, fato
nao observado em animais controle (YAMAMOTO et al., 2010).
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