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IMPORTANCIA DO CAMUNDONGO mdx NA FISIOPATOLOGIA DA
DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

SANDRA LOPES SEIXAS*, JUSSARA LAGROTA-CANDIDO**,
WILSON SAVINO™**, THEREZA QUIRICO-SANTOS™***

RESUMO - O camundongo mdx desenvolve distrofia muscular recessiva ligada ao cromossoma X (locus Xp21.1)
e n3o expressa distrofina. Embora nfio apresente intensa fibrose do tecido muscular e actimulo de tecido adiposo,
é considerado o modelo animal mais adequado da distrofia muscular de Duchenne. As alteragdes estruturais no
tecido muscular associadas A mionecrose ¢ presencga do infiltrado inflamatério com predominio de linfécitos €
mondcitos/macréfagos sugerem uma participago do sistema imunolégico nesta miopatia. Além disso a modulagio
na expressdo dos componentes da matriz extracelular no microambiente muscular nas vérias fases da doenga
(inicio, mionecrose, regeneragdo) indicam um papel importante do conjuntivo no direcionamento das células
inflamatérias para o foco da lesdo muscular. O camundongo mdx coloca-se como um excelente modelo para o
estudo dos mecanismos patogenéticos da mionecrose e regeneragao na distrofia muscular de Duchenne,
possibilitando inclusive o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais adequadas.

PALAVRAS-CHAVE:. distrofia muscular, distrofina, mdx, modelo animal.

The importance of mdx mouse in the pathophysiology of Duchenne’s muscular distrophy

ABSTRACT - The mdx mouse develop an X-linked recessive muscular dystrophy (locus Xp21.1) and lack
dystrophin expression. Despite showing less intense myofibrosis and scarce deposition of fatty tissue, mdx mice
are considered an adequate animal model for studies on the pathogenesis of Duchenne-type muscular dystrophy.
Marked histological alterations in the muscular tissues associated to myonecrosis and inflammatory mononuclear
cell infiltrate (lymphocytes, monocytes/macrophages) suggest a participation of the immune system in this
myopathy. Modulation of the extracellular matrix (ECM) components in the muscular tissue during all phases
(onset, myonecrosis and regeneration) of disease, indicate an important role for the ECM driving inflammatory
cells to the foci of lesion. Therefore mdx mice should be regarded as an important tool for studies on pathogenetic
mechanisms of Duchenne-type muscular dystrophy. Such experimental model would allow development of new
therapeutic approaches for increasing survival and clinical amelioration.

KEY WORDS: Duchenne muscular dystrophy, dystrophin, mdx, animal model.

Distrofia muscular compreende um grupo heterogéneo de doengas hereditérias, cuja principal
manifestagio € fraqueza muscular progressiva devido a defeitos intrinsecos do tecido muscular.
Distrofia muscular de Duchenne (DMD), a mais comum e devastadora das distrofias musculares
humanas e sua variante mais branda, distrofia muscular de Becker (BMD), s@o doencas progressivas
que evoluem com perda severa da musculatura, aumento do tecido conjuntivo fibroso intersticial e
tecido adiposo. Outras alteracGes histopatolégicas importantes sdo miiltiplos focos de necrose ativa
associados a intenso infiltrado inflamatério, fagocitose e regeneragio parcial das fibras musculares.
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A anormalidade genética na DMD estd presente no brago curto do cromossoma X (locus
Xp21.1) cujo produto normal é uma proteina denominada distrofina®!. Devido ao tamanho (~ 400
kDa) e complexidade do gene, € bastante elevada a taxa de mutagdo, delegdes ou duplicagdes'?,
resultando na leitura errada e/ou parada prematura da transcri¢ao génica e codificagdo anormal da
protefna, geralmente instével e facilmente degradada por proteases endégenas.

Existem viérias isoformas da distrofina oriundas da ativagdo de diferentes promotores ou por
quebras (splicings) diferenciais no gene. Contudo, as distrofinas presentes nos musculos esquelético,
cardiaco e liso, bem como a encontrada no tecido cerebral sao bastante semelhantes, explicando as
alteragGes cognitivas observadas em pacientes com DMD?, Nas células ndo musculares (fibroblastos,
neurdnios, células da glia e linfoblastos)'3? observam-se alterages citomorfolégicas, redugdo no
contetido de triglicerfdeos, fosforilagéo e permeabilidade celular aumnentadas e migraggo inadequada
(capping) dos receptores celulares. Distrofina, exibe semelhanga estrutural com outras proteinas
associadas ao citoesqueleto como: espectrina, o actinina, talina, vinculina e paxilina.

Distrofina estd localizada na superficie interna do sarcolema formando grande complexo
(DGC) oligomérico de glicoproteinas (Fig 1) associado em trama com a matriz extracelular (ECM).
Esta interacio € essencial para a manutengdo da integridade da fungdo muscular 7, pois miotubos
e fibras musculares deficientes em distrofina tornam-se muito sensiveis ao estresse mecénico da contragao
muscular ficando susceptiveis 2 lise osmética™é, Deficiéncia de proteinas presentes neste complexo ou
na matriz extracelular estdo implicadas® em vérios tipos de distrofias musculares (Tabela 1).

A caracterizagdo do gene defeituoso da DMD permitiu a identificagdio desta alteragdo em
vidrias espécies animais: c30, gato, camundongo®*®. Nos cides, a doenga parece ser mais severa,
com inicio e evolu¢io mais rdpida que em
humanos'. Em camundongos e gatos a
fibrose do tecido muscular € mais moderada
€ o processo de regenera¢do maior. Contu-
do, o gato apesar de apresentar um processo
de fibrose mais brando, desenvolve hiper-
trofia muscular exagerada com evolugéo
geralmente fatal®. Em certas aves (galinha,
pato, peru), na marta, hamster € carneiro, a
distrofia muscular tem caracteristica
autossOmica recessiva, ndo estando relacio-
nada a deficiéncia de distrofina.

Em murinos, a distrofia muscular foi
inicialmente identificada numa coldnia de
camundongos Bar Harbor 129/ReJ-dy/dy"
como mutagdo autossdmica recessiva no
cromossoma 10. O camundongo dy foi
bastante utilizado como modelo experimen-
tal para distrofia muscular humana, princi-
palmente antes da descoberta do defeito
molecular das distrofias de Duchenne e
Complexo distroglicana Becker. Um segundo alelo dy? surgido na
) Complexo sarcoglicana colonia WK/RelJ, foi transferido para a
B Complexo sintrofina linhagem de camundongo C57BL6J origi-
nando a linhagem com genétipo C57BL6J
Fig 1. Organizag¢ao da distrofina e complexo DGC associa- dy?%/dy*. As caracteristicas gerais da distro-
do ao sarcolema. Relagdo hipotética da molécula de  fia nesses animais sdo semelhantes, diferin-
distrofina com componentes do citoesqueleto e membrana  do porém, na fisiopatologia da lesdo, no
basal. DGC com]_)[exo distroﬁna-glicoproteina. quadro clinico, inicio do processo e capaci-
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Tabela 1. Proteinas associadas G miopatia nas diferentes espécies animais.

Espécie Protefna Referéncia
hamster BIO sarcoglicana (50 kDa) 30
camundongo  dy M-laminina 30
mdx distrofina 26
cio xmd distrofina 29
gato distrofina 8
homem FCMD distroglicana (43 kDa) 14
CMD M-laminina 28
SCARMD sarcoglicana (50 kDa) 14
LGMD sarcoglicanas (35,45, 50 kDa) 3
Duchenne distrofina 26

FCMD, distrofia muscular congénita de Fukuyama; CMD, distrofia muscular congénita;
SCARMD, distrofia muscular recessiva autossémica severa da inféincia; LGMD, distrofia
muscular da cintura e membros.

dade de regenerag@io muscular. Os camundongos dy/dy apresentam doenga com evolucéo progressiva
de curso répido e fatal. Recentemente  foi mostrado que camundongos dy possuem deficiéncia de
M-laminina, a isoforma de laminina (LN) mais abundante no tecido muscular normal, dificultando
a sustentacdo da miofibra.

O mutante mdx foi inicialmente identificado na col6nia de camundongos C57BL10/ScSn
devido aos niveis elevados das enzimas musculares pirovatoquinase e creatinoquinase 2. Estudos
genéticos adicionais mostraram que o mdx possui mutagdo pontual no gene da distrofina, o que
causa terminacio prematura da proteina®, As principais alteragdes histol6gicas evidentes no tecido
muscular a partir do 18° dia p6s-natal sao necrose e intenso infiltrado inflamatério'®®, Em torno da
terceira semana observa-se necrose abrupta do tecido muscular, seguida de rdpida regeneragdo ap6s
a quinta semana pés-natal.

Embora o camundongo mdx apresente intenso infiltrado inflamat6rio nas 4reas de mionecrose,
difere da distrofia humana por ndo apresentar fibrose intensa e depésito de tecido adiposo '7 na
maioria dos tecidos musculares esqueléticos. No entanto, o diafragma do camundongo mdx apresenta
degeneracio e fibrose semelhante aos miisculos extensores de pacientes com DMD 2. Além disso,
camundongos mdx idosos (65-104 semanas) também apresentam deposi¢éo de tecido adiposo e
diminuigio da sobrevida %1%,

Nos camundongos distréficos hd acentuada deposi¢ido de matriz extracelular no miisculo
esquelético durante todas as fases da doenga. Nas miofibras necréticas e com intensa reacdo
inflamatéria encontra-se grande deposigao de fibronectina (FN), laminina (LN) e col4geno tipo IV,
enquanto nas fibras regeneradas e com poucas células inflamat6rias ocorre deposigo de fibras
reticulares e coldgeno tipo I e III &,

O presente estudo teve por objetivo caracterizar as alteragdes no microambiente do miisculo
esquelético gastrocnémio do mutante mdx durante os varios estdgios da distrofia muscular.

MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizados camundongos isogénicos mdx distréficos (Biotério de Camundongos Isogénicos da

USP, Sio Paulo) € controles nio distréficos Balb/cAn e C57BL/10J (Biotério Central, FIOCRUZ/RJ). Os animais
foram mantidos em ambiente aclimatado (20°C) com ciclo de iluminaggo 12:12 horas e receberam 4gua filtrada
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em bebedores de canudo longo, ragiio Purina ad libitum com suplementacfio alimentar (farelo de trigo e semente
de girassol) e vitamfinica (Vitagold) semanal. Os animais foram sacrificados por ruptura da coluna cervical em
diversas idades pds-natal (PN), sendo utilizados de 5 a 8 animais por grupo. Os animais foram sacrificados antes
do desmame e surgimento das alteragdes histopatolégicas (7° e 14° dia PN), no pico da mionecrose (21°¢ 35° dia
PN), durante o processo de regeneragéio muscular (63 ° e 84° dia PN) e ap6s a regeneragfio (140° dia PN).

Processamento histolégico

Fragmentos de misculo gastrocnémio foram fixados com formol a 10% tamponado (Millonig pH 7,2) e
processados até 7 dias apés. Os tecidos foram desidratados por perfodo de 60 minutos, em solugdes com
concentragdes crescentes (70%, 80%, 90%) de dlcool etflico, passados 3 vezes em dlcool absoluto e posteriormente
no xilol. A impregnacfo ¢ inclusio com parafina prosseguiu em duas incubagdes de 1 hora a 60°C. Cortes semi-
seriados de 6 um de espessura foram colocados em ldminas filmadas com solugfio de glicerol-albumina e
submetidos as seguintes técnicas histol6gicas: hematoxilina-eosina, reticulina de Gomori, picrofucsina de van
Gieson, hematoxilina dcida-fosfotingstica, tricrdmico de Masson e picrosfrius.

RESULTADOS

O miisculo estriado esquelético (gastrocnémio) de camundongos BALB/cAn apresentou em
todas as idades estudadas caracterfstica histol6gica normal (Fig 2a), com miofibras homogéneas,
arredondadas e nucleagéio periférica. Em contraste, o misculo gastrocnémio do mutante mdx distréfico
mostrou desde 7 dias PN, alteracGes acentuadas no padriio da estriagdo transversal. Além disso, as
miofibras eram heterogéneas (Fig 2b) geralmente com nucleacdo central, hipertr6ficas, hialinas e
apresentando fragmentacdo (split). Nas idades compreendidas entre os dias 21° e 35° PN quando
ocorre extensa mionecrose, o infiltrado inflamatério (Fig 2b), constitufdo de células mononucleares
e polimorfonucleares, localizava-se principalmente nas éreas préximas  les&o. Pequenos focos de
inflamagdo eram evidentes nas fibras musculares a partir da primeira semana p6s-natal (7° dia PN).
Entretanto a partir da oitava semana (63° e 84°dia PN) coincidindo com o processo de regeneragio
da fibra muscular podem-se observar 4reas com miofibras alteradas inclusive com aciimulo de tecido
adiposo (Fig 2c). O infiltrado inflamatdrio era menos acentuado porém pela coloragdo do picrosfrius
podia-se evidenciar as células mononucleares e polimorfonucleares neutréfilos associados a trama
densa da matriz extracelular.

Independente da idade estudada, os camundongos mdx distr6ficos apresentaram deposigdo
acentuada de tecido conjuntivo evidenciado nas coloragdes de reticulina de Gomori e picrosfrius.
Na colorago pelo picrosirius o misculo gastrocnémio de camundongos normais (Fig 3a) apresentava
distribui¢do uniforme de uma fina e delicada rede de fibras coldgenas dos tipos I e III. Entretanto,
camundongos mdx apresentaram nos focos de mionecrose (Fig 3b) grande deposi¢fo de fibras
reticulares (coloragfio pela reticulina de Gomori) e de fibras coldgenas (Fig 3c) densas e grosseiras
nas regides préximas as miofibras:tumefeitas, degeneradas e com nucleagfo central. As fibras
coldgenas do tipo I predominavam nas dreas de mionecrose, enquanto durante o processo de
regeneragdo muscular pode-se observar predomfnio de fibras coldgenas do tipo III.

DISCUSSAO

O camundongo mdx ¢ considerado o modelo experimental mais adequado ao estudo das
alteragdes decorrentes da defici€ncia de distrofina. No entanto, a miopatia no camundongo mdx
contrasta com a doenga humana (distrofia do tipo Duchenne) quanto A gravidade das alteragdes
histopatol6gicas e evolugio clfnica. Este estudo mostra que, apesar da natureza benigna da miopatia,
os camundongos mdx apresentam desde antes do desmame (7 dias PN) até a senescéncia (140 dias
PN) intensas alteragbes histopatolégicas no microambiente do tecido muscular. A deposigdo acentuada
de tecido conjuntivo e inclusive de tecido adiposo foi observada no miisculo esquelético gastrocnémio
dos camundongos mdx j4 recuperados (140°PN). As altera¢Ges eram acompanhadas por evidente
modulagdo na expressao dos componentes da matriz extracelular dependendo da idade do animal e
grau de distrofia.
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Fig 2. Corte longitudinal (a) do misculo gastrocnémio de camundongo controle Balb/cAn com
21 dias PN corado pela picrofucsina de van Gieson mostra o alinhamento miofibras, estriagdo
transversal caracteristica de sarcomeros integros e nucleagao periférica (seta). Na mesma co-
loragao, o miisculo gastrocnémio do mdx 21 dias PN apresenta (b) intenso infiltrado inflamato-
rio, miofibras tumefeitas com fragmentacdo do sarcolema (seta menor). Na coloragdo pelo
picrosirius (c) o misculo do mdx com 63 dias PN apresenta aciimulo de tecido adiposo ( * ) e
infiltrado inflamatorio. Aumento 160 x (a) e 400 x (b,c).
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Fig 3. Musculo gastrocnémio de camundongo Balb/cAn (a) com 21 dias PN corado pelo picrostrius
mostrando fibras integras com nucleagdo periférica (seta) e delicada trama de tecido conjuntivo
no endomisio. Nos camundongos mdx (21 PN) o misculo esquelético apresenta na coloragdo da
reticulina de Gomori, intensa deposigao (seta) de fibras reticulares (b) e na coloragdo do picrosirius
(c) densa trama de fibras coldgenas (seta) envolvendo o endomisio das miofibras tumefeitas e
degeneradas. Aumento 160 x (a) e 400 x (b, c).
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A descoberta da anormalidade bioquimica presente nos pacientes com DMD e no camundongo
mdx ainda ndo elucidou a fisiopatologia da doenga. A relagéo direta entre a deficiéncia de distrofina
¢ morte da miofibra € controversa, pois estas nem sempre estdo associadas diferindo inclusive o
grau de distrofia nos vérios tecidos musculares 2. Além disso, ndo se sabe o que causa o inicio tardio
da doenga, em torno de 3 anos de idade na DMD em humanos e 3-4 semanas no camundongo mdx.
Questiona-se a necessidade de maior esforgo fisico a partir dessas idades. Contudo, niio existe uma
relag3o clara entre a sobrecarga mecanica e a mionecrose, com alguns estudos” sugerindo que o
exercicio fisico pode ser benéfico. Recentemente, Tidball et al.?” mostraram que o infcio da morte da
fibra muscular é um processo apoptético e que em estdgios mais tardios da doenga ocorre tanto
apoptose como necrose. Contudo, ainda n3o € conhecido como ocorre a sinalizagio para indugio de
apoptose pela miofibra.

Alterag@o na membrana sarcoplasmaética do miisculo estriado é considerada como a lesdo
priméria responsdvel pela patogénese da distrofia muscular !'. Pouca énfase é dada ao possivel papel
da membrana basal, havendo dados bastante contraditérios®?! nos estudos in vivo e in vitro sobre a
participagcdo do conjuntivo na mionecrose da distrofia muscular. O tecido conjuntivo desempenha
funcoes de sustentagdo, preenchimento, defesa e nutrigdo, caracterizando-se por apresentar diversos
tipos celulares e material intercelular constituido principalmente de proteinas fibrosas, coldgenas,
reticulares e elésticas.

O camundongo mdx apresenta alteragSes acentuadas na organizagio do conjuntivo no miisculo
estriado esquelético’? e dependendo do grau de distrofia ocorre aumento na deposi¢io de FN, LN
e coldgenos dos tipos I, IIl e I'V. Assim, no inicio da doenga (7° PN) e pico da mionecrose (21 a35°
PN) as células do infiltrado inflamatério ficam aderidas 4 densa e grosseira trama de ECM que se
acumnula entre as miofibras lesadas devido ao espessamento da membrana basal. Este fendmeno
pode influenciar o processo de migracé@o das células inflamatérias nos tecidos. A interagdo e ades@o
de leucécitos, via receptores (integrinas) para ECM com macromoléculas presentes no estroma,
induz a produgdo e secregdo local de citocinas (IL-1 e TNF o) -® pelas células mononucleares nas
dreas de mionecrose. A auséncia ou disfungio da distrofina '° promove o rompimento da ligacio
entre o complexo subsarcolema/citoesqueleto e a ECM, iniciando ativagio sequencial de eventos
que culminam com a degeneracdo da miofibra no miisculo estriado esquelético. Recentemente
demonstramos™® que a doenga no camundongo mdx ndo € restrita ao tecido muscular esquelético.
Estes animais possuem alteragdes marcantes na citoarquitetura e microambiente do timo e 6rgios
linf6ides periféricos que sdo mais acentuadas dependendo do grau da distrofia e idade do animal. E
importante determinar se as alteragGes nos 6rgios linféides decorrem de fatores soldveis produzidos
durante a fase aguda da miopatia ou de alteragGes intrinsecas destes animais devido a auséncia de
distrofina®,

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Falhas genéticas em animais de laboratério constituem fonte valiosa de informago cientifica.
A utilizag@io de modelos animais associados & andlise in vitro, permite a realizagdo de estudos
minuciosos levando a maior compreensdo das influéncias genéticas na fisiopatologia da doenca.
Além disso possibilitam a utilizagio de agentes farmacolégicos com potencial modulador, capazes
de influenciar o curso da doenca. Vale ressaltar que o maior conhecimento da biologia do processo
patoldégico poderd ainda permitir o delineamento de novas estratégias terapéuticas de base
biotecnolGgica a serem testadas experimentalmente.

O conhecimento de quatro espécies animais, incluindo o homem, com falta de distrofina,
permite analisar as consequéncias patolégicas diretas do defeito bioquimico primério. E também
importante compreender porque a falta de distrofina leva a uma doenga devastadora no homem e no
cachorro, porém a uma doenga relativamente suave no camundongo e no gato. As diferengas seriam
inerentes do préprio miisculo, ou haveria produgao de um perfil diferente de citocinas que poderiam
estimular a miogénese ou fibrinogénese nas diferentes espécies? As células inflamat6rias presentes
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nas lesdes, também estariam influenciando o processo patolégico? Esses animais produzem uma
ECM alterada a fim de compensar a falta distrofina, ou este aumento é uma consequéncia do processo
inflamatdrio presente na fibra muscular? Existem ainda vérias questSes a serem respondidas sobre a
distrofia muscular. Estamos certos que apenas um estudo detalhado desse modelo animal elucidard
questdes tdo cruciais, indicando um possivel controle efetivo da miopatia.
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