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The experimental canine model Golden Retriever carrier of Muscular Dystrophy (GRMD)
is the best substitute of animal models to study Duchenne Muscular Dystrophy. Above
striated muscle, the disease can affect the heart and smooth muscle, so the functioning
of the digestive tract, as the smooth muscle is the primary element of tubular organs.
Through morphological description, the purpose of this study was to determine whether
the muscular dystrophy affects the overall architecture of the digestive tract and how is
willing this muscular structure. Were evaluated macroscopic and microscopic optical
description staining with hematoxylin-eosin, Masson'’s trichrome and Sirius. The esophagus
and liver of affected animals were altered. The stomach of the animals did not occupy the
usual space. The diaphragm muscle had atrophied. The general histological structure of
the digestive tract presented in a manner similar to a normal animal. Changes and
histological differences were found in the muscle layer.

INDEX TERMS: Golden Retriever muscular dystrophy, anatomy of the digestive tract, muscular

dystrophy.

RESUMO.- O modelo experimental canino Golden Retriever
portador da Distrofia Muscular (GRMD) é o melhor substi-
tuto entre os modelos animais para estudar a Distrofia
Muscular de Duchenne. Além da musculatura estriada, a
doenca pode afetar a musculatura estriada cardiaca e a
musculatura lisa, e desta forma, o funcionamento do trato
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digestdrio, ja que o muisculo liso é o elemento primario dos
Orgaos tubulares. Através de estudo morfolégico descriti-
vo, 0 objetivo deste trabalho foi verificar se a distrofia
muscular afeta a arquitetura geral do trato digestorio e como
se dispbe sua estrutura muscular em animais afetados.
Foram realizadas avalia¢cdes descritivas macro e micros-
copicas com coloracdes de Hematoxilina-Eosina, Tricrdmio
de Masson e Picrosirius. Entre os resultados apresenta-
dos, verificou-se que o esbfago e o figado dos animais
afetados encontraram-se alterados, assim como o est6-
mago ndo ocupava seu lugar habitual. O masculo diafrag-
ma apresentava-se atrofiado e diferencas histolégicas fo-
ram encontradas na camada muscular do sistema
gastrointestinal, em geral. Outras estruturas do tubo di-
gestodrio de GRMDs apresentaram-se de maneira similar a
de um animal normal.

TERMOS DE INDEXACAO: Golden Retriever muscular
dystrophy, anatomia trato digestorio, distrofia muscular.
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INTRODUCAO

O termo distrofia muscular € amplamente usado para refe-
rir uma doenca primaria do masculo esquelético, que re-
sulta da degeneracao progressiva limitada e da fibrose das
miofibras (Bergman et al. 2002). A forma mais comum de
distrofia muscular em cées e humanos é causada pela
mutacgao do gene da proteina distrofina. (Shelton et al. 2001)
A doenca é determinada pela auséncia desta proteina da
membrana muscular, uma vez que tem papel vital na ma-
nutencao da estrutura e funcéo da célula muscular (Valentine
etal. 1992).

O modelo experimental canino Golden Retriever porta-
dor da Distrofia Muscular (GRMD) é o melhor substituto en-
tre os modelos animais para estudar a Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) (Valentine et al. 1992, Cooper et al. 1988,
Kornegay et al. 1988, Valentine et al. 1988). O perfil da le-
séo de ambas as doencas se caracteriza por ciclos de de-
generacao e regeneracgdo das fibras musculares, até a ca-
pacidade de regeneracao esgotar-se, gerando fibrose pro-
gressiva ( Valentine et al. 1986, Nguyen et al. 2002). Existe
uma repeticdo no inicio da sequéncia de regeneracéo, e
gue em estagios tardios da doenca, resultam em substitui-
¢éo por gordura e tecido fibroso (Jubb et al. 2003).

Hoffmann et al. (1988) afirma que todos os tipos de
musculos expressam a distrofina. Um estudo realizado por
Byers (1991) utilizando um anticorpo altamente sensivel e
especifico foi utilizado para caracterizar a distribuicdo da
distrofina na musculatura esquelética, cardiaca e lisa. Ele-
vada concentracao de distrofina apareceu na membrana
celular da fibra muscular esquelética, assim como em jun-
¢Bes neuromusculares. No muasculo cardiaco a distribui-
¢éo era bem marcada na membrana celular da fibra, mas
notavelmente ausente nas jun¢des dos discos intercala-
dos, enquanto que na musculatura lisa, a marcacdo da
membrana plasmatica apresentou-se muito menos abun-
dante, apresentando ao microscopio Optico um padréo
descontinuo, do tipo listado.

Nos GRMD, em fragmentos musculares estriados es-
gueléticos coletados e submetidos a técnicas histologi-
cas, observou-se hipertrofia e hialinizacdo das miofibras,
acumulo anormal de calcio sarcoplasmaético, necrose, re-
generagao, fibrose endomisial e outras vezes, pronuncia-
da atrofia das miofibras (Valentine et al. 1986, Konergay et
al.1988, Nguyen et al. 2002, Jubb et al. 2003). As fibras
regeneradas sdo reconhecidas como fibras pequenas,
basofilicas e que apresentam seus nucleos centralmente.
(Konergay et al.1988, Valentine et al. 1990). Na histologia
foi observado também, irregularidades e despropor¢éo nos
tamanhos das fibras, variando entre atrofias e hipertrofias.
Macro6fagos em fagocitose sdo vistos em regides de fibras
degeneradas e existe aumento de deposic¢ao de colageno
no endomisio e perimisio em areas focais (Valentine et al.
1986, Valentine 1990, Jubb et al. 2003).

Segundo Kornegay et al. (1990), além da musculatura
estriada, a doenca pode afetar a musculatura estriada car-
diaca e a musculatura lisa, e desta forma, afetando tam-
bém o funcionamento do trato digestério, uma vez que o
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musculo liso € o elemento primario dos drgaos tubulares.
As descri¢cBes estruturais e clinicas acabam focando prin-
cipalmente a degeneracéo musculoesquelética, e manifes-
tagbes como as do trato digestorio acabam ficando omiti-
das. Todavia a descricdo do musculo esofégico esta regu-
larmente descrita em cées distroficos, nos quais se en-
contram fibras musculares degeneradas, de tamanhos
variados e fibrose (Valentine et al. 1990, Jubb et al. 2003).

Sendo assim, nosso estudo focou na andlise do com-
portamento da estrutura muscular no trato digestério, bem
como, avaliou como a distrofia muscular afeta a arquitetu-
ra no trato digestorio dos cdes GRMDs.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido ap6s aprovagdo da Comissdo de
Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo, protocolado sob o n°® 901/2006.

Para a avaliagdo descritiva foram utilizados animais prove-
nientes do Canil GRMD — BRASIL, situado na Anatomia dos
Animais Domeésticos e Silvestres, departamento de cirurgia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universi-
dade de S&o Paulo.

Utilizamos dois animais distréficos com idade de 21 meses
(BR3M5) e 52 meses (B2M2), os quais vieram a 6bito por con-
seqliéncia da evolugdo da doenca; como controle utilizou-se
um cédo adulto ndo afetado pela distrofia muscular, de porte
similar com idade aproximada de 84 meses.

Estas analises foram realizadas como um estudo de indivi-
duos Unicos devido ao escasso nimero de animais. Ressalta-
mos que esse € um modelo experimental diferenciado; sendo
que existem apenas 5 colénias em todo o mundo. Essa caracte-
ristica torna nossa pesquisa relevante ndo sé do ponto de vista
da clinica médica humana, como também demonstra importan-
tes dados a medicina veterinaria, a qual contribui para a clinica
de animais de companhia e também evidencia elementos im-
portantes para a conservagdo deste modelo experimental.

Os animais foram acondicionados em camara fria e as ne-
cropsias foram realizadas 12 horas apds o 6bito. A analise das
visceras tubulares foi realizada através da coleta das seguin-
tes porgdes: regido toracica do esbéfago, regido de corpo e
fundo do estdbmago, regido pilérica do estdbmago, regido de
duodeno, regido de jejuno, regido de ileo, regido de colon
ascendente e descendente.

Os fragmentos foram entao fixados em paraformoldeido a
4%, em solucéo tampao fosfato 0,1 M, seguidamente, o mate-
rial foi corado em coloracdo de Hematoxilina - Eosina, a qual
foi empregada a fim de estudar os aspectos histomorfoldgicos
dos tecidos. Para a analise do colageno utilizamos a colora-
¢ao de Tricromio de Masson e a coloracéo de Picrosirius asso-
ciada ao Van-Guienson as quais se destinam a diferenciar o
colageno do musculo liso. A avaliacdo descritiva da muscula-
tura do tubo digestério, foi realizada através da analise de
microscopia Optica de luz, utilizando o microscopio OLYMPUS
model BX60 e a cdmera modelo AxioCam HCr, marca Zeiss.
As fotomicrografias foram feitas através do programa KS400,
3.4, da marca Zeiss, ano 2000.

RESULTADOS

Os tratos digestorios, dos cées Golden Retriever afetados
pela distrofia muscular, foram abordados de modo a se-
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Fig.1. Es6fago cervical e sintopia
do estdbmago no cdo GRMD.
(A) Dilatac&o, espessamen-
to e aumento de diametro
(seta) do esofago, além do
aumento da glandula salivar
mandibular (Gl) localizada
acima da veia jugular (v). (B)
Infiltrado mononuclear com
distribuicdo intersticial em
sua camada muscular (seta
cheia), fibras musculares de
didametros variados (*) e a
deposicao de tecido conjun-
tivo (seta tracejada). Colora-
¢ao HE. (C) Figado aumen-
tado de volume (Fg), a vesi-
cula biliar dilatada (VB), as
alcas intestinais na posicao
ventral da cavidade abdomi-
nal (Int) e o diafragma (seta).
(D) Relagéo do estdbmago
com o figado através da face
cranial, demonstrando sua
projecao anormal sobre o di-
afragma (seta).
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Fig.2. Camada muscular da regido toracica do eséfago de GRMDs (B2M2 e BR3M5) e controle. (A)
A diferenca de didmetro das fibras musculares (*). Coloragdo HE. (B e C) A diferenca na
deposi¢édo de tecido conjuntivo e colageno (setas). Coloracdes (B) Tricromio de Masson (C)

Picrosirius-VanGiesson. Barra: 40um.

Pesqg. Vet. Bras. 30(12):1064-1070, dezembro 2010



AlteracGes do trato digestério de cées da raga Golden Retriever afetados pela distrofia muscular 1067

Corpo e Fundo Regido Pildrica

Sy s
e e S

g

h < | t : : 3 Iy
N b ) ,‘rl , \‘ ] -1 " r
W o SV S R B T B
: P Y N, £l Ac 7.4 g NE LA
] " - a c g B * ‘. 1
1c ¥ alen . Ay & '.\_." :‘ 3 od

Fig.3. Camada muscular das regides do corpo, fundo e pilérica do estbmago de GRMDs (B2M2 e BR3M5). Eviden-
ciamos a maior presenca de deposi¢do de tecido conjuntivo e colageno denso (setas), nos animais afetados,
além da perda de arquitetura e orientacdo normal da camada muscular. Coloragdes (A) HE, (B) Tricromio de
Masson, (C) Picrosirius-VanGiesson. Barra 40pum.
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rem avaliadas suas apresentagfes sintopicas evidencian-
do que a disposicédo geral das visceras apresentava-se
seguindo o padréo canino, considerado comum.

As camadas mucosa, submucosa e serosa mantive-
ram seu respectivo padréo, todavia ao longo do tubo di-
gestorio, a camada muscular diferenciou-se em duas
subcamadas orientadas em direcdes distintas: a camada
mais interna, com orientacao circular, e a camada mais
externa, com orientacdo longitudinal. Entre essas duas
camadas observou-se o plexo nervoso mioentérico, e teci-
do conjuntivo, contendo vasos sanguineos e vasos linfati-
cos (Fig.4B).

A analise macroscopica revelou que o es6fago apre-
sentou-se dilatado, espessado, flacido e com diametro duas
a trés vezes maiores que o observado no animal sadio
(Fig.1A), ndo havendo sinais de erosdo, nem ulceractes
na mucosa esofagica. Foi demonstrado no estudo histol6-
gico dos animais afetados que o es6fago se constituia de
musculatura estriada com abundante deposicéo de tecido
conjuntivo entre as fibras musculares (Fig.1B) e se desta-
cou a presenca de diversas regides com infiltrado
mononuclear com distribuicéo intersticial. Na analise com-
parativa da camada muscular da por¢éo toracica do
esb6fago, observamos que o colageno apresentava-se de
forma imatura e havia notavel presenca de fibroblastos
(Fig.2, 1A e 3C). Nossos resultados destacam uma maior
ocorréncia de tecido conjuntivo e colageno, em disposigao
mais grosseira entre as fibras musculares, e maior ocor-
réncia da diferenca de diametro das fibras musculares dos
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cées GRMDs diferentemente do encontrado no c&o con-
trole, o qual apresentava disposi¢cdo normal e delicada
(Fig.2, 1B-C e 3B-C).

O estbmago dos animais distréficos demonstraram
capacidade compativel com a raca, obedecendo ao pa-
drédo comum de 3,0-3,5 litros em caes que pesam aproxi-
madamente 20kg. Em ambos os animais, a posicéo
anatdmica ndo se apresentou como o habitual, observou-
se direcionamento ao hiato esofagico, pressionando o dia-
fragma e, consequentemente, a cavidade toracica. A face
cranial do estbmago encontrava-se, em contato com o fi-
gado, porém caudalmente apresentou-se deslocado para
esquerda, isto porque o figado estava aumentado, ultra-
passando o bordo costal (Fig.1D).

MicroscOpicamente a regido estomacal, estava com-
posta por fibras musculares lisas, com perda de arquitetu-
ra e orientacdo normal, apresentando maior abundancia
em deposicao de tecido conjuntivo entre as fibras muscu-
lares em comparacéo ao cdo controle (Fig.3). O colageno
dos GRMDs apresentou disposi¢cdo mais densa, aparen-
tando estar mais maduro e ordenado, enquanto o c&o con-
trole apresentou disposi¢cédo normal, delicada e de dificil
diferenciacgao (Fig.3, 1B-C e 2B-C). Observou-se, também,
diferenca nas alteracdes entre os cées afetados, no qual
podemos evidenciar que o cdo mais velho apresentava
alteracdes mais grosseiras quando comparado com o cao
mais novo(Fig.3).

O musculo diafragma apresentava-se atrofiado, princi-
palmente naregido central, enquanto a musculatura lateral

Col. ascendente

Col. descendente
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Fig.4. Camada muscular do intestino de c@es Golden Retriever afetados pela distrofia muscular As ima-
gens mostram as fibras musculares (*) dos cdes afetados bem orientadas, similares ao controle, porém
a deposicdo de tecido conjuntivo (setas) apresentou-se aumentada nas regies de vasos e nervos
entre as subcamadas musculares. Coloragbes (A) HE, (B) Tricromio de Masson, (C) Picrosirius-

VanGiesson. Barra: 40um.
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formava pilares espessados. Assim, evidenciou-se um
centro tendineo mais amplo permitindo que o estémago se
projetasse sob essa area em direcéo ao térax (Fig.1C).

Os intestinos delgado e grosso apresentaram-se na
posicao sintopica normal, ocupando a porc¢ao ventral da
cavidade abdominal (Fig.1C). Observou-se a lamina pro-
pria, pertencente a camada mucosa, preenchendo o cen-
tro das vilosidades intestinais, onde células musculares
lisas estavam dispostas verticalmente entre a camada
muscular da mucosa e a ponta das vilosidades, obede-
cendo a um padréo normal.

A andlise histoldgica revelou que os animais GRMDs
apresentaram a camada muscular do intestino delgado
composta por fibras musculares com disposic¢des simila-
res a encontrada no animal controle (Fig.4, 1A, 2A e 3A).
A malha de colageno do endomisio das fibras musculares
lisas dos animais afetados apresentou-se de modo delica-
do. Observamos que havia uma tendéncia a maior deposi-
¢ao de tecido conjuntivo entre as subcamadas muscula-
res, principalmente ao redor dos vasos e dos plexos ner-
vosos mioentéricos dos GRMDs (Fig.4, 1B, 2B e 3B).

Nos animais afetados, a camada muscular do intestino
grosso estava bem desenvolvida e apresentou um com-
portamento proximo do normal (Fig.4, 4A e 5A), com as
fibras musculares bem orientadas e apresentando maior
deposicéo de tecido conjuntivo (Fig.4, 4C e 5C) entre as
camadas musculares, principalmente ao redor dos vasos
e dos plexos nervosos mioentéricos (Fig.4, 4B e 5B).

DISCUSSAO

Em cées distréficos, o misculo esofagico esta regular-
mente afetado (Valentine 1990, Jubb et al. 2003) e esta
predisposto a maiores alteragdes nesta regido pelo fato de
ser composto por musculatura estriada (Valentine et al.
1998). As alteracbes observadas no es6fago como dilata-
¢ao, espessamento, flacidez e diametro aumentado, refor-
¢am os achados apontados por Jubb et al. (2003), Miyazato
(2005) e Valentine et al. (1990) em cées distréficos. Se-
gundo a classificagdo para megaesbfago de Washabau
(2004), esta alteragé@o encontrada nos GRMDs pode ser
definida como megaes6fago adquirido secundario, ja que
esta associado a evolucdo da distrofia muscular.

O diafragma apresentou-se muito degenerado, como
descrito por Valentine et al. (1990) e Myiazato (2005) para
cées distroficos, o que aponta que seja um dos musculos
mais afetados pela distrofia muscular. Estes animais es-
téo predispostos a sofrer hérnia diafragmatica com ou sem
ruptura, j& que o estbmago tende a se projetar sob um
centro tendineo fragil.

Dyce (2004) considera que a disposi¢do geral das
visceras € determinada pela forma da cavidade em que
sdo mantidas, e como a cavidade peritoneal é hermetica-
mente vedada, segue-se que qualquer alteracéo na posi-
¢do ou contorno de um 6rgao, deva ser acompanhada por
uma alteragdo reciproca em uma area adjacente. Desta
forma observou-se a tendéncia de uma situacao patologi-
ca na qual o figado aumentado desloca o estbmago para a
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esquerda e este procurando espago, principalmente quan-
do repleto, encontra facilidade em acomodar-se sob o
musculo diafragma, que cede, pois esta sofrendo os efei-
tos da distrofia muscular. Ao contrario do que foi descrito
por Valentine et al. (1990), Jubb et al. (2003) e Miyazato
(2005) relatando que o estdbmago dos caes afetados pela
distrofia muscular apresentavam-se dilatados, espessados,
flacidos e com diametro maior que o observado em caes
sadios, o estdbmago de ambos cédes afetados, estudados
por nés, apresentaram-se de tamanho normal e compati-
vel com o peso dos animais.

A estrutura histologica geral do tubo digestério dos cées
GRMDs apresentaram-se de maneira similar ao descrito
por Junqueira & Carneiro (2004) aos humanos e Banks
(1992) para caes sadios. No entanto, no estudo microsco-
pico foram encontradas alteracdes e diferengas na cama-
da muscular. Primeiramente, foram observadas as células
musculares lisas da lamina prépria e a camada muscular
da mucosa uma vez que Junqueira & Carneiro (2004) afir-
mam que estas sao responsaveis pelos seus movimentos
ritmicos, importante para absorcdo de nutrientes. Na ava-
liag&o histologica a funcéo absortiva ndo estaria téo afeta-
da pela causa original da distrofia, uma vez que ndo houve
tendéncia a ocorrer lesdo severa nas fibras musculares
lisas. No entanto estudos funcionais deverdo ser realiza-
dos para avaliar a fungéo absortiva.

O esodfago e o estbmago apresentaram-se como as
por¢cBes mais afetadas do tubo digestdrio. Suas fibras
musculares foram caracterizadas com didmetros variados
e estavam entremeadas com abundante deposicao de te-
cido conjuntivo, fibroblastos e infiltrado mononuclear com
distribuicéo intersticial, evidenciando o processo inflama-
tério caracterizado pela degeneracéo e regeneracéo que
ocorre na doenga, assim como descrito por Valentine et
al. (1986) e Nguyen et al. (2002) para caes distroficos. Em
tecidos destruidos por lesao inflamatéria ou traumatica,
0s espacos resultantes destas lesfes séo preenchidos por
tecido conjuntivo, na tentativa de devolver-lhe sua integri-
dade anatbémica, mas nem sempre, a integridade funcio-
nal. O colageno é removido constantemente e substituido
por formas mais maduras. Dessa forma, comparado ao
esb6fago, no estdmago o colageno estava presente de uma
forma mais madura e ordenada devido a este 6rgdo sofrer
maiores ciclos de contracao e relaxamento muscular, re-
modelando conforme as novas exigéncias de funcéo
requerida pela musculatura local.

Nossos resultados ndo demonstraram alteracoes his-
topatolégicas significativas no intestino. Esses resultados
demonstram existir uma diferenca de severidade entre as
lesBes que ocorrem na musculatura estriada e ha muscu-
latura lisa, tendo como causa provavel a distribuicéo dis-
tinta do complexo distrofina-glicoproteina existente nes-
ses dois tipos de musculaturas, conforme sugere Byers
(1991) para tecidos distréficos. Desta forma, a auséncia
da proteina distrofina tenderia a ser menos critica para a
funcdo muscular lisa no intestino, do que é para o musculo
esquelético. E a diferenca entre a severidade da leséo que
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ocorre na musculatura lisa do estbmago em relagédo a do
intestino, pode ser explicada pelo fato do primeiro sofrer
maiores ciclos de contracdes e distensbes, que resulta
em aumento de area de colageno no tecido muscular e
conseqlente perda de sua arquitetura.

O comportamento descrito do trato digestério do mode-
lo GRMD, reflete o perfil lesional desta doenca, determi-
nando maior acometimento nos grupos musculares mais
requisitados em determinada idade. Estes grupos muscu-
lares, sejam estriados ou lisos, sofrerdo maiores ciclos de
degeneracao e regeneracgéo das fibras musculares, e em
estagios tardios da doenca, resultard em substituicdo por
tecido fibroso. Conhecer este comportamento auxilia na
escolha por manejos que néo sobrecarregue o paciente
GRMD, evitando excessos, mas que ao mesmo tempo lhe
oferecam nutrientes e energia que garantam qualidade de
vida.
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