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Arquitetura comparativa dos pulmoes de camundongos
normais e afetados pela Distrofia Muscular de Duchenne?

Thais B. Lessa?*, Dilayla K. Abreu?, Bruno M. Bertassoli®e Carlos E. Ambrosio*

ABSTRACT.- Lessa T.D., Abreu D.K,, Bertassoli B.M. & Ambrésio C.E. 2015. [Comparative
lung architecture of normal and by Duchenne Muscular Dystrophy affected mice.]
Arquitetura comparativa dos pulmdes de camundongos normais e afetados pela Distrofia
Muscular de Duchenne. Pesquisa Veterindria Brasileira 35(Supl.1):56-60. Departamento de
Cirurgia, Programa de Pds-Graduagdo em Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres,
Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Mar-
ques de Paiva 87, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail: thaisblessa32@gmail.com

The Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a recessive genetic disease characteri-
zed by progressive muscle weakness of the pelvic and scapular girdle and progressing to
respiratory or heart failure. The mdx mouse is a model widely used for studies. Although
they possess a milder phenotype, the morphology and biochemistry of the diaphragm are
similar to human DMD. We performed a descriptive anatomical study of the pulmonary
parenchyma of five mdx animal models and compared these with the lungs of 5 mice BALB/
C57 (Mus musculus). The findings suggest that the mdx model has morphological features
similar to BALB/C57 mice and it must be used with caution in clinical trials which involve
the lung.

INDEX TERMS: Muscular dystrophy, Duchenne, mdx, lung morphology, respiratory anatomy.

RESUMO.- A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma
doenca genética de carater recessivo que caracterizada por
fraqueza muscular progressiva de cintura pélvica e escapular
evoluindo para insuficiéncia respiratdria e, ou cardfaca. O ca-
mundongo mdx é um modelo amplamente utilizado para es-
tudos da DMD. Apesar do fenétipo destes animais serem mais
suave, estes apresentam o principal musculo respiratério, o
diafragma com morfologia e bioquimica semelhante a DMD
humana, fato este que pode comprometer a funcio respirato-
ria e consequentemente os pulmoes. Foi realizado um estudo
anatoémico descritivo do parénquima pulmonar dos pulmoes
de 5 animais modelo mdx comparando estes com os pulmoes
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de 5 camundongos BALB/C57 (Mus musculus). Os pulmdes
foram analisados macroscopicamente e através de microsco-
pia de luz e eletrdnica de varredura. Os achados sugerem que
o modelo mdx apresenta morfologia pulmonar semelhante
aos camundongos BALB/C57 e que seu uso deve ser caute-
loso e criterioso em ensaios clinicos que aborde este 6rgao.

TERMOS DE INDEXACAO: Distrofia muscular, Duchenne, mdx,
morfologia pulmonar, anatomia respiratdria.

INTRODUCAO

A anatomia descritiva constitui parte dos principios pri-
mordiais da pesquisa, uma vez que esta descreve tecidos
bioldgicos fornecendo dados morfolégicos importantes
para analises de estudos de afecgdes que envolvem altera-
¢Oes teciduais e reparo.

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga
neuromuscular, de origem hereditaria de carater recessivo,
incidindo em meninos em 1 a cada 3500 nascidos. Sua evo-
lucdo é rapida e severa caracterizada por uma mutagio do
gene que codifica a proteina 427 kDA chamada distrofina.
A distrofina corresponde por cerca de apenas 0,002% da
massa proteica da célula muscular estriada, e esta locali-
zada na superficie intracelular do sarcolema e se associa
a varias glicoproteinas integrais da membrana, formando
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o complexo glicoproteina-distrofina (CDG) (Berne 2004) o
qual é responsavel pela permeabilidade da membrana das
células musculares (Michele & Campbell 2003). Portanto
a auséncia desta proteina, nas células musculares na DMD
promove morte gradual das mesmas, a medida que estas
sdo submetidas a tensdo pelas contra¢des musculares, e,
por conseguinte, observa-se o aparecimento de fibrose
(Bergman et al. 2002).

Dentre os sinais clinicos observa-se a fraqueza muscu-
lar progressiva inicial de cintura pélvica e posteriormente
de cintura escapular e com a evolucdo da doenga, observa-
-se 0 quadro clinico de insuficiéncia respiratéria e/ou car-
diaca, a principal causa “mortis” na DMD (Caromano 1999,
Kornegay et al. 1999, Strober 2006). Os sinais clinicos res-
piratorios se exacerbam com o aumento da carga mecanica
sustentada a cada movimento respiratoério, pela muscula-
tura respiratdria ja enfraquecida promovendo a redu¢do da
complacéncia pulmonar e da mobilidade da caixa toracica
e, por conseguinte hipercapnia, hipoventilagio pulmonar,
hipoxemia (secundaria a hipercapnia) e clearence de secre-
¢oes (Aratjo et al. 2004).

0 modelo murino da DMD, camundongo mdx (x-linked
muscular dystrophy mouse), € um modelo amplamente
utilizado em pesquisas e avaliagdes pré-clinicas (Bertas-
soli et al. 2013, Oliveira et al. 2013, Santos et al. 2013)
apresentando facilidade em reprodugdo, uniformidade
genética, economia, conveniéncia para experimentos em
laboratdrios. Este é caracterizado por uma total auséncia
da expressdo da distrofina no musculo esquelético, ou seja,
se tornando homologos a DMD humana. Nestes animais, a
mutacdo da distrofina ocorre no exon 23 e a inflamagao do
musculo esquelético inicia-se com 3 semanas de idade e
atinge picos entre 8 e 16 semanas (Lynch et al. 2001, Gos-
selin et al. 2003). Entretanto estes animais apresentam um
fendtipo mais brando da DMD e apds periodos de pico de
inflamacdo, os musculos do mdx com exce¢do do musculo
diafragma, voltam a apresentar sua func¢io restaurada. Tal
compensacio funcional nestes animais tem sido atribuida a
expressao de utrofina no sarcolema das células musculares
de camundongos adultos, que atua restaurando proteinas
do complexo distrofina, protegendo o fenétipo da distrofia
muscular no camundongo mdx de forma dose-dependente
(Deconick et al. 1997, Zhou et al. 2008, Huang et al. 2011,
Van Putten et al. 2012).

Mesmo apresentando um fendétipo mais suave, estes
animais sao muito utilizados em estudos cientificos devido
ao grave comprometimento do diafragma, o que favorece o
uso deste modelo no estudo de complica¢des respiratorias,
grande responsavel por causa mortis na DMD (Huang et al.
2011, Nelson et al. 2011, Lessa et al. 2012). Entretanto, nos
perguntamos se tal ciclo evolucional da doen¢a no camun-
dongo mdx é capaz de afetar e modificar sua morfologia
pulmonar.

Considerando que este modelo pré-clinico atualmente,
vem sendo utilizado em diversos experimentos que abor-
dam a melhora da fungio respiratéria (Huang et al. 2011,
Rafael-Fortney et al. 2011, Van Putten et al. 2012) o estu-
do da morfologia comparativa histolégica e ultraestrutural
dos pulmdes de mdx por meio da microscopia de luz e ele-

tronica de varredura e a comparagdo com animais BALB/
C57 (Mus musculus) tem o objetivo de aprimorar a inter-
pretacdo e comparacio de dados publicados além de iden-
tificar possiveis diferencas entre estes dois modelos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 5 camundongos mdx machos, com idade de
5 meses provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina do
ABC, 5 camundongos BALB/C57 (Mus musculus) machos, com
idade de 5 meses provenientes do Biotério do Departamento de
Patologia da FMVZ/USP, protocolo de bioética 2045/2010.

Os animais mdx e controles selecionados foram animais de
idade avancada, pois estes ja apresentaram picos de inflamagio
muscular e apresentam o principal musculo respiratério, o dia-
fragma afetado. Segundo Grounds et al. (2008) e Willmann et al.
(2011), o musculo diafragma destes animais apresentam bioqui-
mica, morfologia e fun¢do semelhantes a DMD em humanos, fato
este que favorece o aparecimento de implicagdes respiratoriase
portanto a investigacdo deste estudo.

Os animais foram eutanasiados por overdose anestésica e os
pulmdes coletados e fixados em solucdo de paraformaldeido a 4%
e analisados macroscopicamente.

Para a microscopia de luz os fragmentos foram desidratados
em série crescente de etanol (70-100%) e diafanizados em xilol
para posterior inclusdo em parafina, onde foram realizados cortes
de 5um em micrétomo (Leica RM 2065) coloragdo com Hematoxi-
lina-Eosina e Picrossirius Red. As 1aminas foram fotomicrografa-
das em Microscopio Olympus BX 60 acoplado a camera Axio CAM
HRg, utilizando-se o software Zeiss® KS 400.

Para a microscopia eletronica de varredura (MEV), adaptou-
-se a metodologia descrita por Lessa et al. 2012 para o processa-
mento dos pulmdes. Foram confeccionados blocos e estes corta-
dos em 10um em micrétomo (Leica RM 2065) para obtencdo das
laminas, e posteriormente desparafinizados em estufa a 602C por
2 horas. Em seguida as laminas foram colocadas por 10 minutos
no xilol para eliminac¢do da parafina. Estas foram secas no apare-
lho de ponto critico (Balzers CPD020). Na sequéncia as laminas
foram cobertas com ouro por meio de do processo de “sputtering”
(EMITEC H K550) e a observagdo ultraestrutural e a fotodocu-
mentacdo realizaram-se em microscépio eletronico de varredura
(LEO 435VP).

RESULTADOS

Macroscopicamente, observou-se que o pulmao direito de
todos os camundongos estudados nesta pesquisa apresen-
taram, assim como descrito por Fox et al. (2007), uma ana-
tomia peculiar apresentando quatro lobos, o inferior, mé-
dio, superior e retrocava, enquanto que o pulmao esquerdo
apresentou somente um lobo pulmonar (Fig.1A e Aa).

Na MEV observou-se em todos os camundongos do grupo
de mdx um discreto espessamento na parede alveolar quan-
do comparados com o grupo de animais de linhagem BALB/
C57 (Fig.1B e C). Assim como na MEV, microscopicamente
observamos um discreto espessamento na parede alveolar
no grupo dos camundongos mdx, dado este ndo observado
no grupo dos camundongos BALB/C57 (Fig.1D, E e Ee).

Na andlise de Picrossirius sob luz polarizada, nao se ob-
servou marcacdo de fibras coldgenas em todos os animais
BALB/C57 analisados (Fig.2A), entretanto em todos os mo-
delos mdx (Fig.2B) foram observados através da birrefrin-
géncia do tecido na cor vermelha, fibras colagenas, localiza-
dos por todo parénquima pulmonar.
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Fig.1. (A) Esquema representativo do pulmdo de camundongo: lobo superior (1), lobo médio (2), lobo

&

inferior (3), lobo retrocava (4). (Aa) Pulmao de camundongo mdx: coragio (Co), lobo pulmonar cra-
nial (Lcr), lobo pulmonar caudal (Lca). (B, C e Cc) Ampliagdo da imagem. (C) Imagem de microscopia
eletronica de varredura. (B) Camundongo mdx. (C e Cc) Camundongo BALB/C57: alvéolo (*) e setas
(=) indicando espessamento da parede alveolar. (Cc) Sem presenca de espessamento da parede al-
veolar. (D, E e Ee) Ampliacdo da imagem C, parénquima pulmonar. (D) Camundongo mdx. (E e Ee)
Camundongo BALB/C57: alvéolo (*). (D) Setas (=) indicando espessamento da parede alveolar em

camundongo mdx. (E) Vaso sanguineo (Ca).

Fig.2. Comparac¢do do parénquima pulmonar entre o camundongo BALB/C57 e mdx. Coloracdo de Pi-
crossirius sob luz polarizada. (A) Parénquima pulmonar de camundongo BALB/C57. (B) Parénquima
pulmonar de camundongo mdx com pontos vermelhos, indicando a presenca de fibras coldgenas.

DISCUSSAO
A estrutura e a forma do sistema respiratorio podem variar
entre as espécies e refletir na demanda de oxigénio (Mil-
ler et al. 1993, Ibe et al. 2011), sendo assim a arquitetura
pulmonar se correlaciona afetando a capacidade difusora
de oxigénio dos alvéolos para os eritrdcitos nos capilares
pulmonares (Barbier & Bachofen 2000).

Conforme foi observado o parénquima pulmonar dos
camundongos BALB/C57 apresentaram-se como um pul-
mao tipico de mamiferos, sendo constituidos de bronqui-
olos, alvéolos, capilares sanguineos circundados por mus-
culatura lisa, corroborando assim com as afirmacées de
Junqueira & Carneiro (2004), Plopper & Adams (2006) e
Samuelson (2007), e validando desta forma os achados ul-
traestruturais deste estudo.

Macroscopicamente o pulmao dos camundongos estu-
dados (mdx e BALB/C) apresentaram-se conforme descrito
por Fox et al. (2007). Na coloracdo de Picrossirius sob luz
polarizada, ndo observou alteracdo do parénquima pulmo-
nar.

Nos animais de linhagem mdx a histologia apresentou-
se alterada com sacos alveolares mais delgados, ndo se as-
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semelhando a descri¢ao de Junqueira & Carneiro (2004) e
com os achados dos animais de linhagem BALB/C57. Na
ultraestrutura observaram-se as paredes alveolares mais
delgadas e os sacos alveolares preservados. Na coloragdo
de Picrossirius Red sob luz polarizada, observaram-se atra-
vés da birrefringéncia do tecido pontos na cor vermelha
indicando as fibras colagenas, sugerindo areas de possivel
formacgdo de fibrose decorrente do processo inflamatério
observado na DMD.

Histologicamente as caracteristicas do parénquima pul-
monar descritas por Junqueira & Carneiro (2004), em hu-
manos e por Santos et al. (2011) em quatis (Nasua nasua),
mostram que o parénquima pulmonar se assemelham en-
tre os mamiferos, incluindo os animais da linhagem BALB/
C57 utilizados em nossos estudos e diferentemente dos ca-
mundongos mdx.

Relacionando os achados histolégicos do camundon-
go mdx com a DMD, podemos observar que o aumento da
carga mecanica sustentada a cada movimento respirato-
rio pela musculatura enfraquecida, alterou discretamente
a morfologia dos pulmdes de mdx, sugerindo que no ca-
mundongo mdx pode ocorrer a reducdo da complacéncia
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pulmonar, hipercapnia, hipoventilacdo e hipoxemia, entre-
tanto na idade analisada neste estudo, ndo foi observado
alteracdo significativa da morfologia pulmonar. Em adigdo
a estes achados, notamos pela coloragdo de Picrossirius a
presenca de fibras colagenas, indicando a presencga de pos-
sivel fibrose no parénquima pulmonar.

Estudos realizados para avaliar a capacidade e volumes
pulmonares na DMD, constataram uma diminui¢do na ca-
pacidade difusora de oxigénio (Caromano et al. 1999, Gozal
2000, Fonseca et al. 2007, Birnkrant et al. 2010). O modelo
mdx, analisado neste estudo, apresentou discretas altera-
¢des no parénquima pulmonar, confirmando a correlagio
descrita entre a arquitetura pulmonar e a capacidade difu-
sora de oxigénio.

Entretanto, ndo sé a arquitetura pulmonar pode in-
fluenciar na capacidade difusora de oxigénio e acarretar
alteragdes morfologicas pulmonares, como relata Huang et
al. (2000), onde a perda gradual da for¢ca muscular respira-
toria faz com que o paciente com DMD a apresentar dimi-
nuicdo da tosse e da ventilagdo, pneumonia, atelectasia e
insuficiéncia respiratoria.

Ferro et al. (2010), em estudo sobre a atividade da ca-
talase no pulmado, rim e intestino delgado nao esquemiado
de ratos apds perfusdo intestinal, constatou pequena con-
gestdo vascular, presenca de infiltrado polimorfonuclear,
acentuada congestdo nos septos alveolares e areas de ate-
lectasias configurando uma inflamagdo. Méran et al. (2011)
em um estudo sobre a inalagdo de Aspergillus fumigatus em
ratos para induzir uma inflamag¢ao pulmonar observou nos
achados histolégicos a presenca de severa atelectasia, in-
filtrado perimorfonuclear, peribronquiolar e alveolar. Tal
descricdo se assemelha aos achados histolégicos encontra-
dos dos animais mdx e difere dos BALB/C57.
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de Sao Paulo, pelo apoio financeiro, Processo FAPESP 2012/04506-3.

CONCLUSOES

Diante os dados verificados nesta pesquisa sugerimos
que o ciclo evolucional da DMD no camundongo mdx nao é
capaz de alterar significamente a morfologia pulmonar do ca-
mundongo mdx aos 5 meses de idade mesmo, tendo sido ob-
servado achados sugestivos de processo inflamatério como
espessamento alveolar e congestdo dos septos alveolares.

Tal resultado indica que o uso deste modelo deve ser
cauteloso e criterioso em relacdo a experimentos que abor-
dem o pulmao do mdx uma vez que a arquitetura morfold-
gica pulmonar deste modelo aos 5 meses de idade se asse-
melha com os animais de linhagem BALB/C57.
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