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Resumo

A distrofia muscular de cées Golden retriever (DMGR) é uma miopatia degenerativa,
sendo o cdo DMGR o melhor nodelo devido as proximidades das manifestacdes
genotipicas e fenotipicas com a Distrofia Muscular de Duchenne em humanos. Este
estudo objetivou estudar por andlises histoquimica e morfométrica miofibras dos
tipos | (FTI) e Il (FTII) em cé&es com distrofia muscular em diferentes idades. Para
isto utilizou-se a reacdo de mATPase com pré-incubacgéo alcalina (pH 9,4). Foram
examinados dezessete cdes machos, quatro néo distroficos com idade entre 3 e 10
meses e quatorze distroficos entre 4 e 51 meses. Os distroficos foram divididos
segundo a idade: até cinco meses (grupo 1), entre sete e treze meses (grupo 2) e
acima de 15 meses (grupo 3). Observouse inversdo nas proporcdes FTI para FTII
nos muasculos semitendinoso (acima de 7 meses), diafragma e triceps braquial
(acima dos 15 meses). Verificou-se atrofia de miofibras distréficas no masseter
(todos), biceps femoral (grupos 1 e 3) e semitendinoso (grupos 2 e 3) em relacéo as
nao distréficas. Contrariamente, miofibras distréficas do biceps braquial (todos),
sartorio (grupo 1), semimembranoso (grupo 1) e diafragma (todos) mostraram
hipertrofia. Alternancia entre atrofia e hipertrofia foi observada no triceps braquial.
Nossas observacfes apontam para um processo degenerativo progressivo, havendo
periodos de repouso que permitem recuperacao parcial das miofibras. Tais periodos
parecem ser influenciados pelo nivel de atividade de contragcdo muscular.
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Introducéo

A distrofia muscular de caes Golden retriever (DMGR) é uma miopatia
degenerativa geneticamente homéloga a Distrofia Muscular de Duchenne do homem
(DMD) (NYGUYEN et al., 2002). Ambas sao hereditarias, ligadas ao cromossomo X
e caracterizadas pela auséncia da distrofina, uma proteina citoesquelética,
importante na manutencao da integridade estrutural do musculo durante o processo
de contragdo (COLLINS & MORGAN, 2003; HOFFMAN et al., 1987; SHELTON et
al., 2001). Elevadas taxas de mutacOes séo observadas no esqueleto do gene DMD
(2,4 MB) permitindo a existéncia de casos isolados (COLLINS & MORGAN, 2003;
HOFFMAN et al., 1987; SHELTON et al., 2001).

O modelo animal mais usado para DMD ¢é o camundongo MDX
C57Bl10ScSn (BULFIELD et al., 1984), apesar das diferencas morfofuncionais dos
musculos dos acometidos em relacdo aos humanos (COLLINS & MORGAN, 2003).
Outros modelos experimentais utilizados séo cées, gatos, peixes e invertebrados. No
entanto o cdo Golden retriever distréfico € o modelo melhor caracterizado da DMD,
pois as manifestac6es genotipicas e fenotipicas sdo as que mais se aproximam da
doenca em humanos (COLLINS & MORGAN, 2003; COOPER et al., 1988).

As primeiras descricbes da DMD referiam hipertrofia dos musculos da
panturriiha como uma das caracteristicas mais salientes (DUCHENNE, 1868;
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GOWERS, 1879). Similarmente cées adultos distréficos Golden retriever apresentam
hipertrofia dos musculos dos membros toracicos, lingua, diafragma, sartério e
esbfago e atrofia dos demais musculos esqueléticos (KORNEGAY et al.,, 1988;
KORNEGAY et al.,, 2003; VALENTINE et al.,1990). Nos neonatos ha intenso
acometimento da musculatura flexora em decorréncia da sua grande utilizagdo
durante esta fase da vida (VALENTINE & COOPER, 1991). Entdo os efeitos da
deficiéncia de distrofina variam entre espécies e dentro da mesma espécie
(EDWARDS et al., 1984). Razbes para a variacao fenotipica entre os musculos com
auséncia de distrofina sdo pouco compreendidas (HOFFMAN & GOROSPE, 1991).

O método histoquimico mais utilizado para a classificacdo das fibras em tipo |
(FTI) e tipo Il (FTII), e nos subtipos IIA, IIB e IIC, é o da atividade mATPase. Em
geral masculos contém mistura de todos os tipos de fibras, formando o padrédo
mosaico, com predominio de um tipo de miofibra sobre outro (JOHNSON et al.,
1973). A técnica histoquimica da miosina ATPase (mATPase) caracteriza fibras de
contracdo rapida (FTIl) e lenta (FTI) pelas alteracdes de coloracdo observadas em
microscopia de luz. Assim, as FTI apresentam coloracdo clara e FTIl coloragao
escura na escala do cinza ao preto (DUBOWITZ, 1985).

Cées distréficos adultos ndo apresentam alteracbes da proporcao entre
diferentes tipos de miofibras em alguns musculos dos membros posteriores e
anteriores. Entretanto, sua distribuicdo é alterada formando grupos de miofibras de
mesmo tipo descaracterizando o padrdo mosaico. Ha ainda aumento nos diametros
médios dos musculos triceps braquial e vasto lateral (KORNEGAY et al.,1988).

Os tipos de fibras que irdo compor a musculatura esquelética sdo controlados
pela atividade nervosa através de trajetos especificos de sinalizacdo. A via da
calcineurin (Cn) — NFAT ¢é principal sinalizadora e responsavel pela manutengéo da
atividade de genes produtores de fibras de contracao de lenta em musculos adultos.
A inducdo dessa atividade também ocorre na regeneracdo de mausculos de
contracdo lenta (SCHIAFFINO et al., 2007). Linhagens de camundongos distréficos
mdx expressando atividade mutante da via Cn, apresentam a doencga mais atenuada
e maior resisténcia na injaria nos processos de contracdo (CHAKKALAKAL et al.,
2004; STUPKA et al., 2006).

Desta forma, as descricdes do comportamento funcional e histoquimico da
musculatura na DMGR ainda séo escassos quanto a sistematica e as propor¢cdes
das alteracbes morfologicas das fibras musculares e suas manifestacbes de
hipertrofia e atrofia nos diferentes periodos de vida do animal.

OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi preencher as lacunas do conhecimento existente
por meio de andlises histoquimica e morfométrica caracterizando o padrdo de
distribuicdo dos tipos | e Il de fibras musculares em caes com distrofia muscular em
diferentes idades.

MATERIAL E METODO
Animais

Um total de dezessete cdes machos, quatro nao distréficos e livres de
alterac6es neuromusculares com idade entre 3 e 10 meses e quatorze distroficos
com idade entre 4 e 51 meses foram examinados no presente estudo. Do total, sete
distréficos e um néo distréfico eram de Golden retriever (GR) puros, oriundos da
colébnia. DMGR no Brasil pertencente a Universidade de S&o Paulo (USP). Os
demais distréficos eram produto hibrido resultante do cruzamento de GR com



Labrador retriever (GLR) pertencentes a colonia da Associacao Brasileira de Amigos
da Distrofia Muscular de Ribeirdo Preto, SP.

Os animais foram classificados em néo distroficos e distréficos baseados em
dois critérios simultdneos e complementares quais sejam a analise genotipica e
niveis séricos de creatinaquinase (CK).

Os distroficos foram divididos segundo a idade sendo no grupo 1 animais com
até cinco meses; no grupo 2 entre sete meses e treze meses e no grupo 3 acima de
15 meses. O grupo 4 foi constituido por animais ndo distréficos com idade entre 3 e
10 meses.

Concentracao sérica de creatinaguinase (CK)

Amostras de soro foram obtidas de todos os animais (trés ndo distréficos e
oito distréficos) por venopuncgédo, nos cdes GR e GLR logo apdés o nascimento e
mensalmente até a morte do animal, sendo utilizada neste estudo a Ultima analise
realizada antes do Obito. Para os caes nao distroficos as amostras foram colhidas
momentos antes do 6bito. A determinacdo da catalise de CK foi realizada por meio
de kit enzimatico (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA).

Analise do DNA gendmico

A analise do DNA gendmico foi realizada no Centro de Estudos do Genoma
Humano (USP — Sao Paulo). Para proceder as analises foram extraidos DNA de
amostras de sangue colhidas de caes recém nascidos GR e GLR com kit comercial
(GFX Genomic Blood DNA Purification Kit — Amershan Pharmacia). Os genétipos
dos cées distréficos e nao distréficos foram determinados de acordo com Sharp et
al. (1992) e Honeyman et al. (1999).

Colheita e processamento das amostras de musculos

As amostras de musculos ndo distréficos e distréficos foram colhidas logo
apos o Obito natural ou eutanasia dos animais. Neste ultimo caso foram sacrificados
somente 0s animais que apresentavam envolvimento clinico severo da doenca. Para
tanto se utilizou anestesia barbittrica endovenosa (tiopental® — Cristalia, Itapira, SP,
BR), conforme recomendado pelo cddigo de ética para o uso em animais de
pesquisa cientifica (AVMA, 2001) e cloreto de potassio (KCI).

Fragmentos foram colhidos da por¢cdo mediana do masseter, parte costal
diafragmética, biceps braquial, cabeca longa do triceps braquial, semitendinoso,
semimembranoso, cabeca superficial do biceps femoral e ventre cranial do sartorio.
A seguir foram preparados e pré-congelados com n-hexano, congelados e
armazenados em nitrogénio liquido. Posteriormente, foram cortados a 8um em
criostato a —20°C, em secc0Oes seriadas transversais e fixados em laminas de vidro
com poly-lysina.

Andlise enzimoistoquimica e morfométrica

A reacdo de mATPase (adenosine 5'- triphosphate) com pré-incubacao
alcalina (pH 9,4) foi realizada em cortes congelados para avaliar o padrdo de
distribuicdo e morfometria dos tipos de fibras musculares. As andlises foram
realizadas em sistema analisador de imagens (KS 100 version 3.0 — Kontron — Carls
Zeiss), onde foi estudado o predominio (%) de FTl e FTIl e o diametro minimo (m
das miofibras nos grupos nao distréfico e distrofico.




O total de 200 miofibras foi medido aleatoriamente para cada amostra
muscular dos animais do grupo distréfico e estabelecida a média dos didmetros
minimos. O mesmo procedimento foi realizado para o grupo nao distréfico.

RESULTADOS
Os resultados da avaliacdo da CK e a selecéo entre cdes nao distroficos e
distroficos estao discriminados na tabela 1.

Table 1. Idade, valores de CK e raga de animais distréficos e ndo distroficos.

Animal Classification Age Breed ¥ CK (U/L)
1 affected 51 months GR 27064,0
2 affected 20 months GR 12862,0
3 affected 15 months GR 1980,0
4 affected 13 months GR 9072,0
5 affected 12 months GR 8290,0
6 affected 11 months GRL 6581,0
7 affected 11 months GRL 7200,0
8 affected 11 months GRL 8250,0
9 affected 10 months GRL 2431,0
10 affected 9 months GRL 1747,0
11 affected 8 months GR 8548,0
12 affected 7 months GRL 1654,0
13 affected 5 months GRL 12100,0
14 affected 4 months GR 2130,0
15 healthy 10 months GRL 67,0
16 healthy 8 months GRL 86,0

healthy 3 months GR 31,0

T Breed: GR = Golden retriever, GRL = Golden Labrador retriever
¥ CK = creatine kinase (values of reference to dogs: 40— 254 U/L) (Meyer and Harvey, 1998)

Proporcao de tipos de fibras musculares

As alteragcbes mais expressivas nos muasculos de cées distroficos foram
verificadas acima de 7 meses de idade (grupos 2 e 3) no musculo semitendinoso.
Neste pode-se observar a inversdo da propor¢cao de FTI para FTII. Mdsculos como
diafragma e triceps braquial apresentaram o mesmo tipo de inversdo, porém esta
somente se manifestou a partir de 15 meses de idade (grupo 3).

O musculo satoreo dos animais distroficos mostrou inversao na proporcao de
fiboras musculares duas vezes durante o periodo de vida estudado. A primeira
inversdo foi verificada no grupo 2 { aos 13 meses de idade) onde as FTI foram
substituidas por FTIl e a segunda no grupo 3 (15 aos 51 meses de idade) onde as
FTIl foram substituidas por FTI.

N&o foram observadas alteracbes na porcentagem de FTI e FTIl nos
musculos masseter, semimembranoso, biceps femural e braquial de cées distréficos
durante o periodo de vida estudado.

Outro fenbmeno observado nos musculos de cées distréficos a partir dos
guatro meses de idade foi a formagcdo de type-grouping de FTI e de FTII que
continham em média 10 miofibras ou mais.

Analise histomorfométrica

O estudo das caracteristicas estruturais das fibras musculares evidenciou
perda de sua forma poliédrica e da uniformidade de tamanho. As fibras musculares
mostraram tamanhos variados e bordos extremamente irregulares.




O didmetro médio das miofiboras do musculo masseter de todos os cées
distréficos (grupos 1, 2 e 3) estava diminuido em relagdo ao do cées controle (grupo
controle) (p < 0.01) (Tabela 2). Contrariamente, os musculos biceps braquial e
diafragma mostraram aumento do diametro médio de suas miofibras nos diferentes
grupos analisados em relacdo aos nao distroficos (grupo 1, 2 e 3) (p < 0.01).

A musculatura do triceps braquial apresentou alternancia entre fenbmenos de
atrofia e hipertrofia de suas miofibras sendo p<0.01 nos grupos 1 e 3 e p<0.05 no
grupo 2.

O musculo biceps femural apresentou atrofia significativa de suas miofibras
em dois grupos (1 e 3; p < 0.01) e o semitendinoso nos grupos 2 e 3 (p < 0.01). Por
fim, masculos como o sartério e semimembranoso apresentaram fendmenos de
hipertrofia significativos somente no grupo 1 (p < 0.05 e p < 0.01, respectivamente).

Table 2. Dados morfométricos (média e DP) referentes ao diametro minimo de
fibras musculares de animais controles e afetados para distrofia muscular.

Musculo Grupo controle (meses; n) (3-10; 3) Grupo distréfico (meses; n)

Grupo | (4-5; 2) Grupo 1l (7-13;9)  Grupo lll (15-51; 3)
masseter 34,5396 + 10,7169 18,8326 + 4,4522 28,6685 + 9,1854 30,2872 £ 9,4703
diafraama 22,3458 + 6,9710 28,6704 + 10,7548 28,2579 + 11,2489 33,9782 + 12,1627
biceps braquial 32,2936 + 8,1795 43,2320 +9,3185 36,8754 + 15,3228 40,8210 + 13,9496
triceps braquial 34,9038 + 9,2187 27,6996 + 14,3841 109,5199 + 311,6063 39,2324 + 14,4414
biceps femural 32,8204 + 9,2682 29,2108 + 20,4077 33,0929 + 11,3656 30,5294 + 12,2070
sartério 38,3120 + 12,2706 40,2593 + 11,3325 37,4773 + 14,4056 37,7874 + 15,4685
semimembranoso 30,7193 + 9,0122 36,7655 + 7,5855 32,2892 + 13,0579 32,5202 + 13,1443
semitendinoso 40,3213 + 11,9147 40,1931 + 14,6725 30,9126 + 13,6579 34,9869 + 13,9303
CONCLUSAO

No presente trabalho os caes distroficos apresentaram alteragcbes na
proporcao dos tipos de miofiboras com o avanco da idade em diferentes musculos
esqueléticos. Essas mudancas foram mais expressivas a partir de sete meses para o
musculo semitendinoso e a partir dos quinze meses para triceps braquial, diafragma
e sartorio. Nestes as fibras de contracdo lenta foram substituidas pelas de contracéo
rapida comprovando ndo sO6 a acdo do tempo na transicdo das miofibras, mas
também as modificagbes metabodlicas proporcionadas pela falta da proteina
distrofina.

As observacdes do presente estudo apontam de modo similar ao observado
na DMD, em que o processo degenerativo € progressivo, havendo alguns periodos
de repouso que permitem recuperacdo parcial da miofibras. Tais periodos de
laténcia parecem, pelo menos em parte, influenciados pelo nivel de atividade de
contracao.
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