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RESUMO

As distrofias musculares (DM) se caracterizam por degeneragdo progressiva e
irreversivel da musculatura esquelética. Dentre estas, a Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD), constitui doenca letal ligada ao cromossomo X, caracterizada pela
auséncia de distrofina na membrana das fibras musculares, afetando um em cada
3.000 meninos nascidos vivos, sendo que a maioria sera confinada a cadeira de rodas
a partir dos 6 anos de idade e com sobrevida, sem cuidados especiais, em torno dos
25. Apesar do uso de técnicas modernas de diagnéstico, ainda ndo existe tratamento
eficaz para essas doencas. Alguns trabalhos das décadas de 70 e 80 sugeriram que a
inibicdo do horménio do crescimento (GH) poderia retardar a evolugdo do processo
distréfico de pacientes com DMD. Entretanto, como essas observagbes ndo foram
comprovadas cientificamente até a presente data, neste trabalho estudamos os efeitos
do excesso e da inibicdo do GH na evolugao do quadro distréfico em modelo murino
de distrofia muscular: i) administrou-se GH (10ug/ camundongo/dia, i.p., por 10 dias)
em camundongos: a) distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2®?//J) com fenétipo, resultando
na aceleragdo dos sintomas da doenga, traduzida pela piora das performances de
17% no teste de deambulacado (TD), 64% no teste de sustentacao (TS), 28% no teste
da esteira (TE) e 55% no teste de forca maxima (TFM), em relacédo aos distréficos que
nao tomaram GH; apenas no teste de resisténcia a inclinagdo (TRI) ndo houve
diferenca significativa; entretanto, cortes histologicos do musculo gastrocnémico
desses camundongos, ndao mostraram alteracées significativas em relagcdo aos
distréficos que nao tomaram a droga; quanto aos marcadores de degeneragdo e
regeneragao (MDR) na musculatura desses animais, o0 GH nao alterou os niveis de
Pax7, MyoD, Laminina e Desmina, mas aumentou de 90% os niveis de TGFB-1, uma
citocina inflamatéria que induz fibrose; b) j& nos camundongos normais, o GH, ao
contrario dos resultados acima, aumentou as performances de 13% no TD e de 28%
TS, e ligeiramente, de forma ndo significativa, em outros dois testes; cortes
histolégicos revelaram que o GH aumentou de 16,5% a area de secgao transversal
dos musculos desses animais, 0 que poderia explicar os resultados descritos acima; ja
os niveis dos MDR, incluindo o de TGFB-1, estavam semelhantes aos dos animais
controles; ii) desenvolveu-se um novo modelo experimental resultante de cruzamentos
de camundongos geneticamente deficientes em GH (Ghrhr") com os distréficos dy/dy
(B6.WK-Lama2?¥#/1J), mostrando um retardo na evolugéo da doenca: as performances
dos andes distréficos em relagédo aos andes normais foram melhores que aquelas dos
distréficos em relagdo aos animais normais, ou sejam, 14% maior TD, 71% maior no
TS, 18% maior no TE, 5,5% maior no TRI e 102% maior no TFM; cortes histolégicos
mostraram que a area do intersticio nos musculos dos andes distréficos foi 29% menor
que a dos distréficos ndo andes; os niveis de TGFB-1 nestes animais, foram os Unicos
entre aqueles dos MDR estudados, que encontravam-se diminuidos de 36% em
relacdo aqueles dos distréficos ndo andes; iii) a inibicdo da liberagdo do GH pela
octreatida, analogo da somatostatina, mostrou também uma relativa melhora ou uma
estabilizacdo na evolugao do quadro distréfico, traduzido pelo aumento, apos 60 dias
de tratamento, das performances nos testes funcionais da musculatura em relagéo
aquelas dos animais distréficos sem tratamento: foi 12% maior no TD enquanto os
distréficos controles diminuiram em 14%; foi 27% maior no teste de Rota Rod,
enquanto os distréficos controles diminuiram em 32%; mantiveram a mesma
performance no TE, enquanto os distréficos controles pioraram em 23%, e foram 29%
maiores no TS, e 43% no teste de forga de preensao, enquanto os distréficos controles
nao melhoram as suas performances nestes testes. Esses resultados sugerem um
efeito patolégico do GH na musculatura distréfica, com seu excesso levando a uma
piora da doenga, possivelmente através do aumento dos niveis de TGFB-1. A
diminuicdo do GH, consequentemente, poderia levar a um retardo da evolugcado da
doenca. Estes estudos experimentais abrem perspectivas bastante promissoras para
se testar inibicdo dos efeitos do GH na evolucao das doencas distroficas humanas.
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ABSTRACT

Muscular dystrophies (DM) are characterized by progressive and irrevertible
degeneration of the skeleton muscles. Among them, Duchenne Muscular Dystrophy
(DMD) consitutes lethal disease linked to chromossome X, distinguished by the
absence of dystrophyn in the muscular fibers membrane, affecting one in each 3,000
boys born alive, who, most of them, will be confined to wheel chairs since the age of 6
and with life expectance, without special care, of 25 years. Despite modern diagnosis
techniques, there is not an efficient treatment for these diseases. Some works from the
1970°s and 1980°s suggested that the inhibition of the growth hormone (GH) could
retard the dystrophy process evolution in DMD patients. Nevertheless since this
observation has not been proven scientifically, in the present work, the GH excess and
inhibition effects on a murino model of muscular dystrophy, were studied: i) GH
(10pg/mouse/day, i.p., for 10 days) was given to mice: a) dystrophic dy/dy (B6.WK-
Lama®®-?1J), with phenotype , resulting in the acceleration of the disease symptoms,
confirmed by the performance worsening by 17% in the deambulation test (DT), 64% in
the sustaining test (S), 28% in the mat test and 55% in the maximum strength test
(MST), in relation to dystrophic mice which had not taken GH; only in the inclination
resistance test (IRT) there was no significant difference; however, histological cuts of
the gastrocnemius muscle of these mice did not show significant alterations, comparing
to dystrophic mice which had not taken the drug: as to degeneration and regeneration
markers (DRM) in these animals muscles, the GH did not alter Pax7, MyoD. Laminin
and Desmin levels, although it increased by 90% the TGFB-1 levels, an inflammatory
cytokine, that induces fibrosis b) in normal mice, the GH, opposite to the results above,
increased the performances by 13% in the DT and by 28% in the ST, and slightly, not
significantly, in other two tests; histological cuts revealed that the GH increased by
16.5% the transversal section area of these animals muscles, what could explain the
results described above; as to the MDR levels, including those of the TGFB-1, they
were similar to the control animals; ii) a new experimental model, resulting from the
crossing of GH genetically deficient mice (Ghrth™) with dystrophic dy/dy (B6.WK-
Lama®®-? /J), showing retardation in the disease evolution; the performances of the
dystrophic dwarfs, compared to the normal dwarfs, were better than those of the
dystrophic compared to normal animals, namely, 14% larger DT, 71% superior in the
ST, 18% larger in the MT, 5.5% larger in the IRT and 102% superior in the MST;
histological cuts showed that the interstice area in the dystrophic dwarfs muscles was
29% smaller than that of non-dwarfs dystrophic; the TGFB-1 levels in these animals
were the only MDR studied, which were found to be diminished by 36%, compared to
those of the non-dwarfs dystrophic; the GH release inhibition by octreotide,
somatostatin analogous, also showed a relative improvement or stabilization in the
dystrophy evolution, demonstrated by the increase, ater 60 days treatment, of the
performances in the muscle functional tests, compared to those of the dystrophic
animals, without treatment: it was 12% larger in the DT, while the control dystrophic
animals worsened by 32%; they maintained the same performance in the ST, and 43%
in the seizing strength test, while the control dystrophic did not improve their
performances in these tests. These results suggest a GH pathologic effect, possibly
through the TGFB-1 levels increase. The GH diminishing, consequently, could lead to
the retardation in the disease evolution. These experimental studies open promissing
perspectives to test the GH effects inhibition in human dystrophic diseases evolution.
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Eosina) a) Anao b) Anao Distréfico ¢) Controle d) Distréfico 090
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| - INTRODUGAO

1.1 Distrofias Musculares

As distrofias musculares progressivas (DMPs) podem ocorrer em
qualquer idade constituindo um grupo heterogéneo de doencgas genéticas que
se caracterizam por degeneracao irreversivel da musculatura esquelética. Ja
foram mapeados genes responsaveis por mais de 30 formas de distrofias, cuja
heranca pode ser autossdbmica dominante, autossémica recessiva ou ligada ao
cromossomo X (ZATZ et al, 2000). Em biépsia muscular, os achados
histol6gicos caracteristicos consistem em variagdo no tamanho das fibras,
infiltracdo do musculo por tecido conjuntivo e adiposo, e areas de necrose,
provocado por repetidos ciclos de regeneracdo e degeneracdo muscular com
uma eventual falha em sua regeneracdo (GARDER-MEDWIN, 1980; BUSHBY

& BECKMANN, 1995; ZATZ et al., 2000).

Dentre as diferentes miopatias, a Distrofia Muscular de Duchenne
(DMD), de heranga recessiva ligada ao cromossomo X, € a mais comum, com
uma incidéncia de 1 em cada 3.000 nascimentos do sexo masculino. Ja a
Distrofia Muscular de Becker (BMD), alélica a DMD, é aproximadamente 10
vezes mais rara. A diferenca entre estas duas formas esta na idade de inicio da
doenca e velocidade de progressao (ZATZ et al., 2001). Na DMD, os sinais
clinicos iniciam-se entre trés e cinco anos de idade, com quedas freqlientes,
dificuldades para subir escadas, correr e levantar do chao. O confinamento em
cadeira de rodas se da até os 12 anos de idade e os afetados raramente
sobrevivem apds 25 anos sem cuidados especiais. Ja na BMD, os sintomas

iniciam-se em geral, na segunda década: os afetados sempre andam apds os



16 anos, e a velocidade de progressao € extremamente variavel (McNALLY &

PYTEL, 2007)

O gene responsavel pela DMD/BMD localiza-se no brago curto do
cromossomo X, na banda Xp21. Com 2,3 megabases (Mb), o gene DMD é o
maior gene humano ja caracterizado. E constituido por 79 exons, sendo
transcrito em um mRNA de 14 kilobases (Kb). (ZATZ et al., 1981; VERELLEN-

DUMOULIN et al., 1984; FRANCKE et al., 1985; BLAKE et al., 2002).

Apés a sua localizagdo que levou a clonagem em 1987 (HOFFMAN et
al., 1987), descobriu-se que o produto do gene DMD/DMB é uma proteina de
427-kDa, denominada distrofina, localizada no citoesqueleto das fibras
musculares esqueléticas e cardiacas. A funcao da distrofina seria a de manter
a estabilidade da membrana da célula muscular, garantindo assim, o trafego de
informacdes através da membrana da célula muscular (HOFFMAN &
DRESSMAN, 2001). Estudos de solubilizacdo da distrofina a partir de fracoes
do sarcolema mostraram que esta proteina esta associada a um complexo de
proteinas e glicoproteinas da membrana sarcolemal denominado Complexo
Glicoproteina-Distrofina (DGC) (ERVASTI & CAMPBELL, 1991), que também
teriam um papel fundamental na manutencéao da estrutura da fibra muscular e
liga o citoesqueleto miofibrilar com a matriz extracelular. Mutagbes em outros
componentes desse complexo podem acarretar no aparecimento de tipos
diferentes de distrofias como a Distrofia Muscular Congénita (CMD) (ZATZ et

al., 2001).
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Figura 01: Complexo de proteinas associadas a distrofina e laminina e

doencas relacionadas (VAINZOF & ZATZ, 2003)

As Distrofias Musculares Congénitas formam um grupo de doencas
musculares clinicamente heterogéneas, caracterizadas pela presenca de
fraqueza muscular difusa no periodo neonatal, grau variavel de contratura nas
articulagées e possivel associagdo com anormalidades no sistema nervoso
central ou nos olhos. A bidpsia muscular invariavelmente apresenta alteragdes
histopatolégicas distroficas. A doenga costuma ser lentamente progressiva ou
nao progressiva, e eventualmente, pode ocorrer melhora funcional
(DUBOWITZ, 1996, 1997, 1999). Em aproximadamente 50% dos casos
classificados como forma classica de CMD, a doenca é causada por mutagdes
em um gene mapeado em 692 (HILLAIRE et al., 1994). Em 1994, Tomé et al.

identificaram a proteina merosina ou laminina a2 como a responsavel pela



patogénese da doenca. A laminina 2 é a principal proteina da matriz
extracelular na membrana basal da fibra muscular. Forma um heterotrimero em
forma de cruz com as cadeias a2-f1-[11. A laminina 2 liga-se ao citoesqueleto
subsarcolemal por um grande complexo de glicoproteinas associadas a
distrofina. O bom funcionamento do complexo seria responsavel por um correto
mecanismo de contragdo muscular (ERVASTI & CAMPBELL, 1993) Assim
como a deficiéncia de distrofina leva as distrofias de Duchenne e Becker, a
deficiéncia da proteina merosina leva a uma das formas de distrofia muscular
congénita. O camundongo dy/dy é o modelo animal para a CMD-merosina-
deficiente, pois também apresenta deficiéncia da proteina no musculo
associada a uma significativa fragueza muscular. O desenvolvimento de
modelos animais merosina deficientes com comprometimento clinico podera
contribuir para a melhor compreensao da patogénese da doenca e para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

I.1.1 A Organizacao Molecular da Proteina Laminina

A laminina 2 é a principal proteina da matriz extracelular na membrana
basal da fibra muscular. Forma um heterodimero em forma de cruz com as
cadeias a2-B-1-[11. A laminina liga-se ao citoesqueleto subsarcolemal por um
grande complexo de glicoproteinas associadas a distrofina. O bom
funcionamento do complexo seria responsavel por um correto mecanismo de
contragdo muscular (ERVASTI & CAMPBELL,1993). Portanto, assim como a
deficiéncia de distrofina leva as distrofias de Duchenne e Becker, a deficiéncia
de merosina leva a uma das formas de CMD. A cadeia a2 da laminina,

originalmente com 400 kDa, sofre uma clivagem pés-traducéao, originando os



fragmentos de 80 e 300 KDa. A maioria dos estudos imuno-histoquimicos
utiliza um anticorpo monoclonal comercial que reage com o fragmento de 80
kDa da regiao C-terminal. Aproximadamente 95% dos pacientes com mutacdes
no gene em 6q apresentam deficiéncia total da proteina enquanto os restantes
5% apresentam deficiéncias parciais, relacionadas as mutacées de sentido
trocado, ou delegdes que nao alteram o quadro de leitura (HAYASHI et al.,
1997; ALLAMAND et al., 1997) A laminina esta presente também nas células
de Schwann, trofoblasto e membrana basal de queratocitos da epiderme, o que
permite 0 seu estudo em tecidos de obtencdo mais facil, como bidpsia de pele,
e a realizacdo de diagnédstico pré-natal. Clinicamente, o grupo de pacientes
merosina-negativos apresenta um fendtipo mais grave, e a maioria dos
pacientes é incapaz de adquirir marcha independente. (TOME et al., 1994;

VAINZOF et al., 1995; ALLAMAND et al., 1997).
1.1.2 Mutacoes em CMD

O gene LAMA2 é composto por 260 Kb organizados em 64 éxons, e 0
cDNA tem cerca de 9,5 Kb. O estudo de mutagdes no gene LAMA2 mostrou
grande heterogeneidade, com presenca de delecdes e mutacdes de sentido
trocado levando a codons de parada (HELBLING-LECLERC et al., 1995;
GUICHENEY et al., 1997). A mutacado mais freqiente, encontrada em cerca de
23% dos pacientes, é uma delecao de 2pb (2096-2097). Mutacdes de sentido
trocado e pequenas delecdes que ndo alteram o quadro de leitura levam a
formacao de uma proteina truncada e a deficiéncia parcial da merosina no
musculo. A maioria das mutacdes leva a formagdo de uma proteina truncada

em um dos dominios que formam o braco curto da cadeia a2 da laminina. O



mRNA formado € provavelmente muito instavel, e mesmo em caso de
formacao de polipeptidio, acredita-se que este nao teria o0 dominio globular G
(C-terminal) e os dominios | e Il do braco longo da cadeia, e, portanto, nao
poderia participar da formagdo do heterodimero normal da laminina (TOME et
al., 1999). Nao foi identificado um hot spot de mutacbées no gene LAMAZ2.
Entretanto, ocorre um efeito fundador para algumas das mutag¢des encontradas
(GUICHENEY et al., 1998). Dado o grande tamanho do gene e a variabilidade
de mutacdes (grande parte dos pacientes sao heterozigotos compostos e as
mutag¢des pontuais sdo muito freqlentes), a triagem de mutacdes nao é feita

rotineiramente nos grandes centros do mundo.
1.2 Modelos murinos de distrofia muscular

Recentes avancos em biologia molecular tém indicado que muitos
modelos mutantes de animais com distrofia muscular apresentam alteragdes
genéticas e protéicas semelhantes as encontradas nas doencas humanas.
Homologos de DMD, por exemplo, tém sido identificados em varios animais
incluindo caes, gatos, ratos, peixes e invertebrados (COLLINS & MORGAN,

2003).

Apresentaremos a seguir alguns dos mais importantes modelos de
distrofias em camundongos que apresentam alteracdes protéicas e genéticas
semelhantes aquelas vistas em pacientes com distrofias musculares e que tém
sido extensivamente utilizados para examinar os efeitos da terapia génica e da

administracdo de fatores farmacolégicos e troficos.

1.2.1 Camundongo mdx (C57BL/10ScSn-Dmd™"*/J)



Um exemplo de modelo de distrofia muscular de Duchenne (DMD)
bastante estudado é o camundongo mdx, apesar dele nao apresentar sinais

clinicos evidentes de distrofia muscular (SICINSKI et al., 1989).

A mutacdo do gene da distrofina ligado ao cromossomo X (Dmd) do
camundongo mdx € recessiva e fémeas heterozigotas sdo visualmente
indistinguiveis do camundongo tipo selvagem. Fémeas homozigbticas e
machos hemizigéticos para o alelo Dmd™ possuem uma expectativa de vida
normal e podem sobreviver acima de dois anos. Assim como 0s pacientes que
sofrem de DMD, os mutantes Dmd™™ ndo expressam distrofina e, embora
tenham sido rotineiramente utilizados como um modelo animal de doenca, a
miopatologia resultante € muito menos grave, comparada ao curso da doenca

humana (SICINSKI et al., 1989).

O musculo de mutantes Dmd™ ¢é histologicamente normal no inicio do
desenvolvimento pés-natal, mas, em torno de trés semanas, a necrose
muscular se inicia com leves sinais de fraqueza muscular. Analises bioquimicas
incluem elevados niveis séricos de creatinoquinase e piruvatoquinase,
juntamente com acumulo de macréfagos, ambos marcadores precoces de
degeneracao muscular. Enquanto os membros do musculo esquelético sao
caracterizados por degeneracdo e necrose persistentes e progressivas, este
quadro € compensado por uma resposta regenerativa ativada por células
satélites e hipertrofia muscular. As fibras regeneradas sao morfologicamente
tipificadas por fibras nucleadas centrais de pequeno calibre e o0 camundongo
apresenta comportamento normal. Os musculos dos mutantes Dmd™

apresentam uma reducgao geral de elasticidade, tornando-os mais suscetiveis a



injuria. O fendtipo comparativamente leve do camundongo Dmd™ tem sido
atribuido por alguns pesquisadores (TINSLEY et al., 1996, 1998; SQUIRE et
al., 2002; ZHOU et al., 2008) a utrofina, uma proteina relacionada a distrofina, a
qual estd aumentada nas fibras musculares regeneradas em adultos mutantes
Dmd™. Isto porque foi demonstrado que camundongos duplamente mutantes
para distrofina e utrofina tinham um fenédtipo muito mais severo e morte
prematura. Em contraste com os musculos dos membros, o diafragma nao
apresenta uma fase de regeneracdo a medida que a distrofia avangca com a
idade, comprometendo progressivamente a sua fisiologia contratil (SICINSKI et
al., 1989). O locus da distrofina Dmd estéa localizado na parte central do braco
curto do cromossomo X. A proteina distrofina € codificada por um gene
extremamente grande com transcricdo completa de 14 kb. Ela esta
abundantemente expressa em fibras musculares cardiacas e esqueléticas, e
menos expressa em neurdnios e nas células da glia do sistema nervoso central

(RIDER-COOK et al., 1988).
1.2.2 Camundongo dy/dy (B6.WK- Lama2®?//J)

Um outro modelo, também bastante conhecido e extensivamente
estudado, é o camundongo dy/dy, que apresenta auséncia de merosina
(laminina alpha 2), uma subunidade da proteina de membrana basica, a
laminina. Devido ao fato de que aproximadamente metade de todos os
pacientes com a forma classica de distrofia muscular congénita também
apresentarem auséncia de merosina, este modelo animal tem despertado
inestimavel interesse no estudo do mecanismo patolégico de fibras necréticas

resultantes deste defeito de membrana.



Camundongos homozigotos para a mutacdo espontanea de distrofia
muscular Lama2”? sao caracterizados por paralisia e fraquezas progressivas
iniciando em torno de trés semanas e meia de idade. Os membros traseiros
sao afetados primeiramente, seguido dos axiais e da musculatura dianteira. A
morte usualmente ocorre antes dos seis meses de idade, e 0s camundongos
mutantes sdao usualmente estéreis. A doenca € transmitida como um traco
autossémico recessivo e 0s animais heterozigotos sdo assintomaticos. O
musculo esquelético mostra alteracbes degenerativas com proliferagdo do
nucleo sarcolémico, aumento na quantidade de tecido intersticial, e variacao de

tamanho das fibras musculares individuais (MEIER & SOUTHARD, 1970).

O camundongo mutante para esta distrofia muscular apresenta uma
mudanca de pares de bases no gene da laminina alpha 2 (merosina), Lama2. A
laminina 2 € a principal proteina da matriz extracelular na membrana basal da
fibora muscular. Elas apresentam um papel na adesado celular, migragao,
proliferacdo, e diferenciacdo. Humanos com distrofia muscular congénita
causada por deficiéncia de merosina tém mutagcdes no gene LAMA 2 que
resulta em uma cadeia laminina alpha 2 truncada. Os camundongos mutantes
Lama2®® apresentam uma deficiéncia parcial da cadeia semelhante aquela
encontrada no homem (SUNADA et al.,1995). O primeiro modelo descrito para
dy apresenta auséncia total da merosina com fendtipo mais grave

(MICHELSON et al., 1955; VILQUIN et al., 2000).



Figura 02: Exemplos de quatro modelos de camundongos para
doencas neuromusculares mostrando suas respectivas alteracoes
histopatolégicas no musculo ressaltando aqui o modelo Dy*// Dy*

(Modificado de VAINZOF et al., 2008).

O camundongo dy/dy é o modelo animal para a CMD-merosina
deficiente, pois também apresenta deficiéncia da proteina no musculo
associada a uma significativa fraqueza muscular (SUNADA et al., 1994). O

desenvolvimento de modelos animais merosina-deficientes com diferentes



mutacdes tem contribuido para a melhor compreensdao da patogénese da
doenca e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas em humanos
através da utilizagdo de terapias hormonais, celulares, génicas e

farmacolégicas (COHN et al., 2007; MILLAY et al., 2008).

Uma das estratégias mais utilizadas na busca de tentativas terapéuticas
para as distrofias musculares envolve o0 Horménio do Crescimento (GH). ZATZ
et al. (1981) relataram o caso de um menino afetado por DMD e que
apresentava deficiéncia de GH cuja evolucao clinica era benigna. Lynch et al.
(2000) mostraram que a administragdo exégena de rhlGF-1(Fator de
Crescimento humano recombinante Insulina-like | e principal efetor enddcrino
do GH) melhorou a patologia distréfica em camundongos mdx. Apesar dos
resultados controversos, inumeros trabalhos tentam correlacionar os efeitos do
GH no musculo normal (Figura 3) e na evolucao do quadro distrofico (Figura 4)

nas doencas neuromusculares.
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1.3 Musculo e GH

1.3.1 GH

O GH é um polipeptidio de cadeia Unica de 191 aminoacidos contendo
duas pontes dissulfeto e produzido em maior quantidade pela hipofise anterior
Constitui o principal regulador do crescimento pés-natal e um importante
regulador metabodlico (BENGTSSON, 1999) O GH humano tem um alto grau de
homologia de sequéncia com o GH de outras espécies, mas somente o GH
humano ou de outros primatas € ativo no ser humano, apresentando uma meia-
vida de 20 min. Ele age através de seu receptor de GH (GHR) para estimular
elementos sinalizadores chave: JAK2, STATS5, PI3K, MAPK, STAT3 e PKC
(HERRINGTON & CARTER-SU, 2001). A auséncia de GH ou GHR em
humanos resulta em baixa estatura, massa muscular reduzida, aumento do
estoque lipidico, diminuicao da densidade mineral do osso cortical e diminuigcao
da fertilidade em fémeas (BENGTSSON, 1999). A deficiéncia do GH pode ser
resultado de mutacdo genética, mas, € também consequiiéncia normal do
envelhecimento. Os niveis de GH e de seu principal mediador, IGF-I, tém
diminuido com a idade e a terapia de reposicao com GH mostrou reverter

parcialmente os déficits mencionados acima (RUDMAN et al., 1990).

1.3.1.1 Producao e Liberacao do GH

As células somatotroficas produtoras de GH estdo localizadas na
hipofise anterior e sdo responsaveis por aproximadamente 50% da populacéo
celular local. A secrecao de GH depende de diversos reguladores intra e extra-

hipotalamicos. A secrecdo € regulada primariamente por dois hormdnios



peptidicos liberados por células neurosecretoras: Horménio Liberador de GH
(GHRH) e Horménio Inibitério da liberagcdo do GH (GHRIH) ou Somatostatina.
O equilibrio da producao destes dois fatores conduz a secrecao de GH pelos
somatotrofos. O aumento de secrecdo de GH inibe, per si, a secrecdo de
GHRH e estimula a secrecdo de GHIH, que inibe a secrecdo de GHRH. A
secrecao de GH também estimula a sintese e secrecao de IGF-I no organismo
e principalmente no figado. Este ultimo, por sua vez, também inibe a secrecao
de GHRH e estimula a secrecdo de GHRIH. A secrecdo de GH promove uma
série de efeitos fisiolégicos. As principais acdes fisioldégicas do eixo GH/IGF-I
descritos na literatura sdo: aumento da lipélise, producao de IGF-I pelo figado,
aumento da massa muscular magra, aumento do tamanho dos 6rgéaos e do
crescimento linear. Na circulacdo sanguinea, cerca de metade do GH encontra-
se ligado com alta afinidade a proteina de ligagdo GHBP (GH binding protein),
cuja estrutura quimica é homoéloga a porcao extracelular do GHR. Em algumas
espécies, como nos roedores, a GHBP tem origem de um processamento
alternativo do RNA mensageiro do gene do GHR. Na espécie humana, a
porcdo extracelular do GHR ancorado na membrana celular sofre a acao de
uma protease e, a partir desta clivagem, surge a GHBP circulante (LICHANSKA

& WATERS, 2008)



IGFBPs
IGFPB1

IGFPB2

IGFPB3

IGFPB4

IGFPB5

IGFPBG

IGFPB7

Expressdo de IGFBPs

Alta expressdo no musculo neonatal, principalmente em
macrofagos envolvidos com a regeneragao muscular

Alta expressao no musculo neonatal, expresso em tecido
conectivo em regeneragio muscular

Alta expressdo no misculo adulto, expresso em células
musculraes em regeneragio

Alta expressao no musculo neonatal, expresso em celulas
musculares, tecido conectivo e endotélio

Papéis relatados no milsculo esquelético

Agecomo mediador do catabolismo muscular

Suporte para a diferenciagdo de mioblastos

Aumentado durante a fase primari de regeneracao
muscular

Niveis diminuidos no miisculo soleo durante o
envelhecimento

Envolvido na proliferagdo de mioblastos
Aumenta durante a fase tardia da rageneragao muscular

Controla a diferenciacdo muscular
Aumenta durante a fase tardia da regeneracdo muscular

Niveis diminuigos no musculo soleo durante o
envelhecimento

Aumentado durante a atrofia muscular

Regula a fase quiescente do programa miogénice
Aumenta durante a fase tardia da regeneracao muscular

Tabela 1: Interacées de IGF-I com diferentes IGFBPs nas células

musculares (modificada de MOURKIOTI & ROSENTHAL, 2005).

®Dados nao disponiveis
® O IGFBP-7 foi identificado recentemente

1.3.1.2 Mecanismo de Acao do GH e Estrutura do Receptor (GHR)

Para exercer os seus efeitos biolégicos, o GH provoca dimerizagao do

seu receptor. Para tanto, a molécula de GH possui dois sitios de ligacao na sua



estrutura, sendo que cada um deles vai se ligar de modo sequiencial a duas
moléculas de GHR. Na fase inicial deste processo, o sitio 1 de ligagdo do GH
se liga a uma molécula de GHR formando um complexo 1:1 inativo, isto €&,
incapaz de provocar dimerizagdo do GHR. Em seguida, o sitio 2 de ligagdo do
GH se liga a uma segunda molécula de GHR, constituindo assim o complexo
ativo 2:1, que provoca dimerizacdo do GHR e que inicia uma cascata de
eventos intracelulares envolvendo as proteinas das familias JAK e STAT,
assim como a cascata de quinases ativadas por mitbgenos (MAPKs/ERK), e a
via de fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K). Sugere-se que Akt (PKB; protein
kinase B), uma quinase de serina-treonina efetora da via de PI3K, é essencial
para a conversao miogénica, estando também envolvida em processos
relacionados com sobrevivéncia celular. Quando ativada, Akt modula a
expressao dos genes codificadores de p21, MyoD, MEF2 e miogenina e inibe
proteinas pro-apoptéticas da familia Bcl-2 (HERRINGTON & CARTER-SU,

2001).

Figura 05: Modelo de ativacao de GHR (LICHANSKA & WATERS,

2008)
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1.3.1.3 Genética do GH

A producéao de GH inicia-se com a transcricao do gene GH1 (que possui
cinco éxons na sua estrutura). O principal produto do gene GH1 (~90%)
origina-se da remocao de todos os seus introns, formando um mRNA que
codifica uma molécula de GH com 191 aminoacidos e peso molecular de
22kDa. Um processamento alternativo do gene GH1, em que ocorre uma perda
de 45 nucleotideos do éxon 3, leva a producdo de uma molécula de GH com
176 aminoacidos e peso molecular de 20kDa. Além destes dois peptideos,
outras isoformas e fragmentos da molécula de GH estdo presentes em
quantidades variaveis na circulacao devido agregacao e protedlise. O GHR é
codificado por nove éxons do gene GHR numerados de 2 a 10, sendo que a
parte extracelular do GHR (correspondente a GHBP) é proveniente dos éxons

3 a7, a parte transmembrana do éxon 8 e porcao intracelular dos éxons 9 e 10.

O funcionamento inadequado de algum dos genes que respondem pela
producédo dos diferentes componentes do eixo GH/IGF-I pode levar ao quadro
clinico de retardo de crescimento. O GH est4 aumentado no final da vida fetal e
durante as primeiras semanas de vida, mas logo cai a valores normais em

repouso de 2 a 5 ng/mL (LICHANSKA & WATERS, 2008).

1.3.1.4 Eixo GH/IGF-I

IGF-1 constitui o principal efetor do GH produzido principalmente pelo
figado. O IGF-I esta relacionado a regulacéo do turnover de proteinas e exerce
potentes efeitos mitogénicos e de diferenciacdo na maioria dos tipos celulares.

As acdes bioldgicas de IGF-1 sdo mediadas pelo receptor de IGF-I formado de



2a-subunidades extracelulares. IGF-I estimula a sintese protéica, o aumento no
tamanho e numero de células culminando com o crescimento dos 6rgaos e o

crescimento linear propriamente dito.

1.3.1.5 GH e seu papel no musculo esquelético

GH age diretamente e concomitante com IGF-I no musculo diminuindo a
captacao da glicose, aumentando a captacao dos aminoacidos e aumentando a
sintese protéica culminando com o aumento da massa magra muscular. A
sinalizacdo de IGF-I no musculo esquelético ocorre em trés diferentes niveis
(via proteina quinase mitdgeno ativada; Inositol trifosfato e na via do Célcio)
apos a ligagdo do IGF-I induzir a fosforilagio do mesmo culminando e

hipertrofia do musculo (Figura 08) (MOURKIOTI & ROSENTHAL, 2005).
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IGF-I no Musculo Esquelético

—

MAP-kinase
kinase

Hipertrofia Sobrevivéncia Diferenciacéo Proliferagao

Figura 08: Vias ativadas pela ligagéo do IGF-I no receptor do musculo esquelético Modificado

de MOURKIOTI & ROSENTHAL, 2005

O GH é produzido em maior quantidade pela hipofise anterior, mas sua
producdo ectopica tem sido observada em outros tipos celulares, tais como
células-tronco (CT). Em mioblastos C2C12 superexpressando GHR, a ativacao
aumentada de Akt e MAPK sobre a estimulagao de GH, resultou na inibicao da
diferenciacao, inducao da proliferacao celular e prevencao da apoptose. |IGF-I
também realiza suas funcdes através da ativacdo das vias MAPK e PI3K.
Alguns trabalhos demonstram que ele promove a diferenciacdo muscular
esquelética através da via PI3K/Akt, como ja mencionado anteriormente no
caso do GH, enquanto em outras situacées a diferenciacdo de mioblastos

C2C12 induzida por este fator é correlacionada com a inducdo da via
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MAPK/p38. Estes dados em conjunto, sugerem que o0s papéis desempenhados

por cada fator dependem do tipo celular e do estimulo utilizado.

O papel do eixo GH/IGF-I também tem sido documentado em casos
patolégicos. A administracao de GH por trés meses em individuos afetados por
DMD e DMB, acarretou em melhora da funcéo sistélica cardiaca (CITTADINI et
al., 2003) Além disso, tem sido sugerido que a falta de IGF-I contribui para o
catabolismo de proteinas musculares. Neste sentido, o papel terapéutico de
GH tem sido proposto, por causa de suas propriedades anabdlicas. Pacientes
com DMD apresentaram uma inesperada resposta catabdlica ao invés do efeito
anabdlico usual. Existem vias adicionais as quais contribuem para o
crescimento pds-natal uma vez que, camundongos resultantes de cruzamentos
entre camundongos IGF-1 -/- com GHR -/- sdo menores que IGF-1 -/- sozinhos
(LICHANSKA & WATERS, 2008), e estas vias podem ser vias de sinalizacao

de citocinas.

1.4 Processo de degeneracao-regeneracao muscular

Mamiferos adultos possuem musculos esqueléticos com uma grande
capacidade de se adaptarem a demandas, como crescimento e injuria. Os
processos responsaveis por essas adaptacdes sao atribuidos a uma pequena
populacdo de células que sado residentes no musculo denominadas células
satélites (CS) ou células precursoras miogénicas. Essas células sao
mononucleadas e localizam-se na periferia dos miotubos maduros entre o
sarcolema e a lamina basal das fibras musculares. Nao ocorrendo nenhuma
perturbacdo, essas células encontram-se em um estado nao proliferativo

(quiescente). Entretanto, quando ocorre um estimulo, seja uma injaria ou uma
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resposta a uma demanda aumentada de trabalho, as CS tornam-se ativadas,
comecam a proliferar e expressam o0s marcadores miogénicos (CS
expressando marcadores miogénicos sdo também denominadas mioblastos).
Finalmente, elas se fundem a fibras musculares ja existentes ou fusionam-se
para formar novas miofibras multinucleadas, em um processo que recapitula os
eventos fundamentais do desenvolvimento muscular (HAWKE & GARRY,

2001) (Figura 09).

A populacao de células precursoras musculares pode tolerar inimeros
ciclos de degeneracao e regeneracao, entretanto, essa capacidade é finita. A
exaustdo do pool de células precursoras € um importante fator que contribui
com a deterioracdo muscular gradual observada em pacientes com distrofias
musculares. A auséncia de laminina resulta em uma deficiéncia secundéria no
grande complexo de glicoproteinas associadas a distrofina. (OHLENDIECK &
CAMPBELL, 1993) e como consequéncia a instabilidade deste complexo, as
fibras musculares ficam mais susceptiveis ao estresse mecénico causado pela
contracdo muscular, levando ao processo de degeneracao em pacientes CMD.
A regeneragdo muscular é caracterizada por duas fases: degenerativa e
regenerativa (CHARGE & RUDNICKI, 2004). A morte das fibras musculares ou
de fragmentos de fibras seja por apoptose ou necrose, acontece em
consequéncia dos defeitos bioquimicos primarios causados pela doenca. A
morte de células ativas varia dependendo do musculo examinado, da idade do
paciente e da espécie que manifesta a patogenia. Esse evento € marcado pelo
rompimento do sarcolema das miofibrilas, resultando em um aumento na

permeabilidade refletido por uma elevacdo do nivel sérico de proteinas
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musculares como a creatina quinase, que é geralmente restrita ao citosol da
célula muscular. Nessa fase ocorre a ativagdo de células mononucleadas,
principalmente células inflamatérias e CS. A regeneragdo muscular que segue
a morte celular reflete as mudangas secundérias, caracterizadas pela
substituicdo do musculo por tecido adiposo ou conectivo, logo apds a perda de

sua capacidade regenerativa.

Genes de desenvolvimento muscular: regeneracdo

Célula satélite Ativacdo Proliferagdo Fusdo
Miofibra
_— .. —— Miotubos
{ —_— Pax7 + MyoD Miogenina o
MDsC "7 Celulasatélite Myf-5 ¥ Profferagio
Scal+/CD34+
™ CK

Fibra recém-formada
Desmina +
Miosina perinatal

Figura 09: Genes de desenvolvimento muscular: regeneracao

1.4.1 Fatores de crescimento e fatores de transcricao envolvidos na

regeneracao e diferenciacao muscular

O processo regenerativo muscular constitui evento complexo que requer
uma modulagdo harmoniosa entre as células satélites, fatores de crescimento,
citocinas, respostas inflamatérias, componentes vasculares e da matriz

extracelular (GOETSCH et al.,, 2003). Os fatores de transcricdo miogénicos
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pertencem a familia protéica helix-loop-helix (HLH) e tém papel fundamental na
miogénese e na regeneracdo: as células onde eles ndo sdo expressos nao se

diferenciam em musculo (SEALE & RUDNICKI, 2000).

O MyoD (Antigeno de Diferenciacdo Miogénico — Myf3) atua na
regulacao da expressao de genes em tempos diferentes durante a miogénese
e € essencial no reparo de lesbes musculares, uma vez que participa da
ativacado das CS no intervalo de 6 horas depois da injuria (HAWKE & GARRY,
2001). O Myf5 esta estruturalmente relacionado ao MyoD e também atua na
determinacdo dos mioblastos durante o desenvolvimento embrionario,
auxiliando na proliferagdo das CS (HAWKE & GARRY, 2001). Nao existe
nenhuma patologia associada ao Myf5 e ao MyoD, porém a sua expressao
pode estar aumentada em DMD/DMB e em miopatias inflamatérias. Quando a
inativagdo do gene MyoD ¢ induzida em camundongos, observa-se atraso no
desenvolvimento da musculatura dos membros. Entretanto, quando ocorre
inibicdo do MyoD concomitante com inibicdo de Myf5, ha auséncia total de
mioblastos e ndo ha formacao de tecido muscular. O MyoD desempenha um
papel na regulacdo da diferenciacao celular, sendo expressado em células

satélites ativadas, mas nao nas quiescentes. (MUNTONI et al., 2002).

Outro fator de transcricdo que influencia a atividade das células satélites
€ o Pax7 (paired box transcription factor 7), expresso em células quiescentes e
em proliferacdo. A presenca de mutagdes neste gene causa auséncia total de
progenitores miogénicos no musculo (HAWKE & GARRY, 2001; MUNTONI et
al., 2002). Esses dados suportam a hip6tese de que Pax7 é essencial para a

especificacdo das CS. As células satélites quiescentes expressam o Pax7 e
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quando ativadas, co-expressam Pax7 e MyoD. O Pax7 é capaz de induzir
transcricdo em células satélites, estando envolvido na manutencdo da

proliferacao e prevencao da diferenciacao precoce.

Os Fatores de Crescimento Insulina-like | e Il (IGF-I e IGF-Il) participam
da regulacédo da regeneracao, pois aumentam a proliferacdo, a diferenciacao e
a fusdo das CS in vitro, provocando aumento da massa muscular e da
quantidade de células (HAWKE & GARRY, 2001; MUNTONI et al., 2002;

CHARGE & RUDNICKI, 2004).

IGF é um fator produzido por varios tecidos, envolvido na regulacao de
diversos caminhos celulares, incluindo sobrevivéncia, proliferacao e
diferenciacdo. A producao de IGF-1 é positivamente regulada pelo GH, seu
maior efetor enddcrino. Embora tenha sido postulado que o estimulo de sintese
e secrecao de IGF-I pelo GH ocorra no figado, atualmente sabe-se que esta
funcao pode ser exercida em outros tecidos periféricos, incluindo a musculatura
esquelética (ISAKSSON et al., 1982; ISAKSSON et al., 1987) Adicionalmente,
Sacco et al. (2005) demonstraram que o IGF-1 é suficiente para aumentar a
fusdo de células derivadas da medula éssea com o musculo esquelético adulto.
Além disso, camundongos mdx transgénicos super expressando este fator
mostravam uma melhora da forca e massa muscular reforcando seu papel

terapéutico (DE LUCA et al., 1999; BARTON et al., 2002).
1.4.2 TGFB-1

O Fator de Crescimento Transformador B (TGF B) é uma importante

citocina regulatéria do crescimento celular (CHARGE & RUDNICK, 2004). Os
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mecanismos precisos levando a fibrose no musculo distréfico ndo sao
conhecidos mas certamente envolvem a agao de varias citocinas inflamatérias,

tais como TGF-B1 (GOSSELIN et al., 2004).

A familia do TGF-Beta, que inclui o peptideo TGF-B1 e suas isoformas
TGF-B2 e TGF-B3, pertencem a superfamilia TGF-Beta que também inclui
varios outros ligantes, tais como, proteinas morfogenéticas do osso (BMPs),
fatores de diferenciacdo e crescimento (GDFs), horménio anti-mullerino,
Activina e Nodal. O TGF-B1, e outros membros da sua familia, estao envolvidos
em muitos processos celulares, tanto no adulto como no embrido, incluindo o
crescimento e diferenciacdo celular, apoptose, homeostase celular e outras

fungdes celulares.

A via de sinalizacao do TGF-B1 é relativamente simples e compreende:
1) a ligacdo com o receptor tipo Il, o qual recruta e fosforila o receptor tipo I; 2)
o receptor tipo |, por sua vez, fosforila o0 R-SMADs que liga-se ao coSMAD; 3)
este complexo R-SMADs/coSMAD se acumula no nucleo onde age como
fatores de transcricdo, participando da regulacédo da expressao de genes alvos
(Figura 10). As vias de sinalizagdo dos outros membros da superfamilia TGF
Beta sdo semelhantes a do TGF-B1 e encontram-se ilustradas na Tabela 2

(WRANA et al., 1992).

Em células normais, TGF-B1 age através da sua via de sinalizacao, para
o ciclo celular no estagio G1 para parar a proliferacéo, induzir diferenciacéo ou
promover apoptose. Entretanto, quando uma célula é transformada em um

cancer, partes da via de sinalizagdo do TGF-B1 sdo mutadas e este peptidio
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ndao mais pode controlar estas células que aumentam sua proliferacdo sem

controle.

No musculo distréfico, TGF-B1 age como uma citocina inflamatéria
envolvida no processo de fibrose muscular e 0o aumento do colageno, um
componente da matriz extracelular, tendo sido considerado como um marcador

de degeneracao celular (YAMAZAKI et al., 1994).
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R-SMADS [ coSMAD | Ligantes
inibidores
. ACVR1B | SMAD2, o
Activina A ACVR2A (ALK4) SMAD3 SMAD4 Follistatina
ACVR1B | SMAD2,
GDF1 ACVR2A (ALK4) SMAD3 SMAD4
ACVR1B
(ALK4), SMAD2 ,
GDF11 ACVR2B TGFBRI SMAD3 SMAD4
(ALK5)
Proteinas BMPR1A
Ati (ALK3) SMAD1 Noggin
Morfogenéticas | 5\ 1pRo ; SMAD5, | SMAD4 agin,
BMPR1B SMADS Chordin, DAN
do osso (ALK®6)
ACVR1B
(ALK4), SMAD2 ,
Nodal ACVR2B ACVR1C | SMAD3 SMAD4 Lefty
(ALK7)
LTBP1
TGFBRI SMAD2 , ’
TGFBs TGFBRII (ALK5) SMAD3 SMAD4 THBSl1 ,
Decorina

Tabela 2: Superfamilia TGFbeta (modificado de MASSAGUE et al., 1992)
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Portanto, o processo de regeneragdo-degeneracdo muscular é
coordenado por inumeros fatores, sincronizado temporalmente e dependentes
de concentracdo adequada. Mesmo com muitos aspectos da genética
molecular sendo desvendados, ainda ndo existe uma cura efetiva para
qualquer uma das distrofias musculares e varios trabalhos contraditérios sobre
o efeito do GH nas distrofias musculares. Existem, no entanto, diversas
técnicas experimentais desenvolvidas como terapia génica, terapia
farmacoldgica e terapia celular na tentativa de elucidar os efeitos do GH no

musculo distréfico (CHAKKALAKAL et al., 2005).

Substutuicio Celular
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Figura 11: Resumo simplificado da coordenacao entre a inflamacao e

regeneracao crucial para recuperacao muscular apos injuria.

Inimeros estudos tém sido realizados com o intuito de analisar os
efeitos do Horménio do Crescimento (GH) no musculo de animais e humanos,

tentando esclarecer se o seu papel é direto ou mediado pela producao de Fator
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de Crescimento Insulina-like | (IGF-1) (HALEVY et al., 1996; SADOWSKI et al.,
2001; BARTON et al., 2002; SEGARD et al., 2003; SCHERTZER et al., 2006;
SOTIROPOULOS et al., 2006; SCHERTZER et al., 2007). Embora a presenga
do receptor de GH (GHR) em células musculares seja dificil de ser detectada,
evidéncias apontam para um papel direto deste horménio no tecido muscular.
Lynch et al.(2000) mostraram previamente que administracdo exdgena de
rhIGF-1 melhorou a patologia distréfica em camundongos mdx. Apesar dos
efeitos da administragcdo de rhiIGF-1 na regeneracdo muscular esquelética
terem sido bem caracterizados, o papel da administracdo de rhGh na

regeneracao muscular esquelética permanece pouco compreendida.

ZATZ et al. (1981) relataram o caso de um menino afetado por DMD que
apresentava deficiéncia de GH cuja evolucao clinica era benigna e sugeriram
que o GH endbdgeno poderia estar envolvido na patogénese da doenca. Aos 18
anos de idade, o paciente ainda conseguia andar pequenas distancias sem
ajuda (ZATZ & BETTI, 1986). Mais recentemente, o relato de um paciente com
DMD e deficiéncia de GH que nao apresentava nenhuma evidéncia de
fraqgueza muscular antes do inicio da terapia de reposicdo com GH foi
documentado corroborando esta hip6tese O tratamento com GH resultou no
aparecimento de sintomas de fadiga facil e fraqueza muscular proximal

(GHAFOOR et al., 2003).

Diante desses resultados, surgiram varias propostas de utilizacdo de
inibidores de GH para tentar retardar a progressdo do processo distréfico na
DMD, entre eles o mazindol, um inibidor de apetite, parecia atuar como inibidor

de GH cujo mecanismo de acdo ainda ndo foi estabelecido por completo,
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entretanto, demonstrou-se que esta droga nado era efetiva na inibicdo da
secrec¢ao do GH por um periodo de tempo superior a um ano e que pacientes
com DMD que fizeram o seu uso ininterrupto apresentaram uma extensa
variabilidade individual de resposta, com diminuigdo nao significativa dos niveis

médios de GH ap6s 9 a 12 meses de tratamento (Zatz et al., 1988).

Com o surgimento de novas drogas inibidoras do GH e a presenca de
modelos carregando a mutagdo espontanea little (Ghrhr"), caracterizados por
deficiéncia de GH, ressurgiu o interesse de estudo dos efeitos de uma inibicao

efetiva do GH nas distrofias musculares.
1.5 Deficiéncia do GH
1.5.1 Inibidores do GH

Os agonistas dopaminérgicos foram os primeiros medicamentos
terapéuticos utilizados com pacientes com excesso de secrecido de GH
(acromegalia). Eles se ligam aos receptores D2 e aumentam a liberacao do GH
em individuos normais, mas na maioria dos pacientes com acromegalia,
paradoxalmente, suprime a secrecao de GH (WASS et al., 1977). De maneira
geral, as terapias com agonistas dopaminérgicos é de eficacia limitada em
pacientes com acromegalia ativa, mas devido a via de administracéo ser oral e
seu relativo baixo custo, um teste com agonistas terapéuticos é frequentemente

empregado antes do uso dos analogos da Somatostatina serem considerados.

A introducdo dos analogos da Somatostatina significou um avanco no
manejo do tratamento da acromegalia, como a Sandostatina e a Somatulina.

Entretanto hd uma proporcao de pacientes (aproximadamente 50%) que nao
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respondem a estas drogas sozinhas ou combinadas sendo incapazes de atingir

controle bioquimico satisfatorio.

O surgimento do Pegvisomante, o primeiro antagonista do receptor do
GH (GHR) para uso clinico abriu perspectivas de tratamento para estes

pacientes ndo responsivos as outras drogas.

1.5.1.1 Pegvisomante

Pegvisomante, uma droga inibidora do GH, pertencente a uma
classe terapéutica totalmente diferente (antagonistas do receptor de GH) com
um mecanismo de acdo completamente diferente dos demais inibidores.
Cunnigham e Wells (1989) identificaram oito residuos de aminoacidos em GH
que, quando alterados, aumentam a afinidade de ligacdo do sitio | deste
horménio ao GHR. Produziu-se, entdo, uma molécula contendo nove
substituicbes de aminoacidos combinada com PEG (polietilenoglicol). A
molécula resultante, conhecida como PEG-hGH G120K, demonstrou manter
sua ligacdo ao receptor e propriedades antagbnicas. Ela age aumentando a
afinidade ao sitio | e blogueando a ligagao ao sitio Il, impedindo a dimerizagao
funcional do receptor de GH, assim como a acao do GH e a inducdo da sintese
e secrecdo do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (MULLER et

al., 2004).

Semelhante ao GH, este antagonista € um analogo do horménio que
apresenta na posicdo 120 uma substituicdo de aminoacido gerando o
antagonista e possui um tamanho relativamente pequeno (~22 kDa). O GH tem

uma meia-vida de aproximadamente 15 minutos e é normalmente depurado
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pelos rins e/ou internalizado pelo receptor. Para aumentar a meia-vida do
Pegvisomante, quatro ou cinco residuos de polietilenoglicol (PEG) foram
adicionadas a sua estrutura. Estas moléculas PEG estdo covalentemente
ligadas aos residuos de lisina produzindo uma molécula com uma massa de
42-46 kDa. Isto levou a um aumento da meia-vida sérica de aproximadamente
30 min para mais de 100 horas (PARKINSON et al,, 2003; MULLER et al,,

2004).

PEG-hGH G120K (cujo nome genérico é Pegvisomante) esta disponivel
nos Estados Unidos para o tratamento da acromegalia. Os ensaios clinicos
para seu uso na acromegalia foram iniciados em 1997, a droga foi aprovada
nos Estados Unidos em marco de 2003 e na Europa em novembro do mesmo
ano. Pegvisomante é capaz de normalizar as concentracbes séricas do fator
de crescimento insulin-like (IGF-I) em 97% dos pacientes com acromegalia
ativa e a terapia esta associada com uma melhora significativa nos sinais e
sintomas do excesso de GH (PAISLEY et al., 2004). Entretanto, até a presente
data, inexistem estudos realizados com essa nova droga, o Pegvisomante, em

pacientes com DMD ou em modelos animais de distrofia muscular progressiva.

1.5.1.2 Sandostatina: derivado sintético da Somatostatina e inibidor da

liberacao do GH

Analogos da Somatostatina tém sido usados ha 20 anos para tratamento
de pacientes nos quais a cirurgia e/ou radioterapia nao respondeu
adequadamente, e também como primeira linha de terapia quando outras

modalidades estdo contra-indicadas ou ndo sao efetivas no controle dos
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excessos de secrecdao do GH e IGF-l. A Somatostatina medeia numerosas
acoes, incluindo a regulacdo da secrecdao de muitos hormdnios tais como
insulina, glucagon e hormoénio estimulante da tireéide (TSH), através de uma
extensa familia de receptores especificos de superficie celular (REICHLIN,
1983; REUBI et al, 1990). Cinco subtipos de receptores de Somatostatina
foram clonados todos possuindo sete dominios transmembranares (YAMADA
et al, 1992, BRUNO et al., 1992; O' CARROLL et al, 1993) que sao
funcionalmente ligados a adenilato ciclase através do acoplamento de
mecanismos envolvendo a proteina G (YASUDA et al., 1992; RAYNOR et al.,

1993; PATEL et al., 1994).

Atualmente, tem se procurado desenvolver novos analogos de
Somatostatina (SAs) com diferentes seletividades de receptores e moléculas
quiméricas capazes de se ligar tanto a receptores de somatostatina como
dopamina (COLAO et al.,2003; GOTH et al., 2002; CHANSON, 2008). O
octapeptideo octreotida (Sandostatina), analogo sintético da Somatostatina, se
liga com alta afinidade aos receptores responsaveis pela regulacido da
secrecdao do GH. Formulagdes de longa duracado, requerem apenas uma
injecdo por més, trazendo grande melhora para aderéncia e conveniéncia do
tratamento. Trés estudos tém sugerido o uso da Sandostatina de longa duracao
(LAR) na supressao dos niveis séricos de GH e IGF-I comparado a Somatulina

(TURNER et al., 1999; COZZI et al., 1999; CHANSON et al., 2000).
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A,

Figura 12: Representacdo da octreotida, um analogo sintético da Somatostatina

(CHANSON et al., 2000)

1.5.1.2.1 Farmacodinamica da droga

O octapeptidio sintético da somatostatina octreotida (Sandostatin) € um
derivado com efeitos farmacolégicos similares, mas com duracdo de acgao
consideravelmente prolongada. Inibe a secrecdo patologicamente aumentada
do horménio de crescimento (GH), dos peptidios glucagon e insulina e da
serotonina. Em animais, a octreotida é um inibidor mais potente que a
somatostatina na liberagdo do horménio de crescimento, glucagon e insulina,
com maior seletividade para a supressado de GH e glucagon. A administracao
prolongada (26 semanas) de doses de até 1 mg/kg ao dia (via intraperitoneal)

no rato e de até 0,5 mg/kg ao dia (via intravenosa) no cao € bem tolerada.

Em pacientes acromegaélicos (incluindo os que nao responderam a
cirurgia, irradiacdo ou tratamento com agonistas da dopamina) Sandostatin
reduz os niveis plasmaticos do horménio de crescimento e/ou somatomedina C
em doses de 0,1 mg a cada 8 ou 12 horas SC. Na maioria dos pacientes a
dose diaria ideal sera de 0,3 mg. Ocorre reducéo clinicamente relevante do GH

(cerca de 50% ou mais) em quase todos os pacientes e pode ser alcancada
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normalizagédo (GH plasmatico < 2,5 mg/ml) em cerca de metade dos casos. Na
maioria dos pacientes, Sandostatin reduz acentuadamente os sintomas clinicos
da doenca, tais como cefaléia, edema da pele e tecidos moles, hiper-hidrose,
artralgia, parestesia. Em pacientes com um grande adenoma pituitario, o
tratamento com Sandostatin pode resultar em alguma diminuicdo da massa
tumoral. Em pacientes com tumores do sistema enddcrino gastro-entero-
pancreatico Sandostatin, devido aos seus diferentes efeitos endocrinos,
modifica diversas caracteristicas clinicas. Ocorre melhora clinica e beneficio
sintomatico em pacientes que ainda apresentam sintomas relacionados aos
seus tumores, apesar das terapias anteriores, que podem incluir cirurgia,
embolizacdo da artéria hepatica e varias quimioterapias, por exemplo,

estreptozotocina e 5-fluorouracil (CHANSON, 2008)

1.5.1.2.2 Farmacocinética

Ap6s injecao subcutanea, Sandostatin é rapida e completamente
absorvido. As concentracdes plasmaticas maximas sao alcancadas dentro de
30 minutos. A meia-vida de eliminacao apdés administracao subcutanea (SC) é
de 100 min comparada com a da somatostatina natural que é de apenas 2 min.
Deve ser administrada 2 ou 3 vezes ao dia SC. Apds inje¢cdo endovenosa (EV)
a eliminacao é bifasica, com meias-vidas de 10 a 90 minutos respectivamente.
O volume de distribuicdo é 0,27 I/kg e o "clearance" organico total € 160
ml/min. A ligacdo protéica no plasma totaliza 65%. A quantidade de

Sandostatin ligada as células sanguineas € insignificante.

1.5.1.2.3 Dados de Seguranca pré-clinicos



38

Estudos de toxicidade aguda com octreotida em camundongos
revelaram valores de DLsg de 72mg/Kg por via intravenosa e de DLsy de
470mg/Kg por via subcutédnea. Em ratos, o valor agudo da DLsy por via
intravenosa foi determinado em 18mg/Kg. O acetato de octreotida foi bem
tolerado em cachorros que receberam mais que 1mg/Kg do peso corpéreo por

injecéo bolus intravenosa.

A octreotida e seus metabdlitos foram isentos de potencial mutagénico
quando investigados in vitro em sistemas celulares e bacterianos de testes

validados.

Nao foram observadas lesbes neoplasicas em camundongos que
receberam diariamente injecdes subcutaneas de octreotida em doses
superiores de 2 mg/Kg por 98 semanas, nem em cachorros tratados
diariamente por 52 semanas com doses subcutaneas da droga. Em ratos que
receberam acetato de octreotida em doses diarias superiores a 1,25 mg/Kg de
peso corporeo, foram observados fibrosarcomas, predominantemente em
animais machos no local da injecao subcutanea apés 52, 104 e 113/116
semanas Tumores locais também ocorreram em ratos controles, entretanto o
desenvolvimento destes tumores foi atribuido a desordens de fibroplasia
produzida pelos efeitos irritantes continuos nos locais da injecdo. O estudo de
carcinogénese também em ratos tratados por 116 semanas com injecdes
subcutdaneas de octreotida também revelaram adenocarcinomas uterinos
endometriais. Sua incidéncia s6é alcancga significado estatistico em doses
subcutaneas altas de 1,25mg/Kg por dia. As informacdes disponiveis indicam

claramente que a descoberta de tumores mediados pelo sistema enddcrino em
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ratos sdo espécies especificas e ndo sao relevantes para o uso de drogas em

humanos.
1.5.1.2.4 Principais Indicacoes

A octreotida é indicada no controle sintomatico e reducdao dos niveis
plasmaticos do horménio de crescimento e somatomedina C em pacientes com
acromegalia, inadequadamente controlados por cirurgia, radioterapia ou
tratamento com agonistas da dopamina. O tratamento com Sandostatin é
também indicado para pacientes acromegalicos inaptos a, ou que nao desejem,
se submeter a cirurgia; ou ainda no periodo de intervalo até que a radioterapia

se torne completamente eficaz (JAWIARCZYK et al., 2008)

1.5.2 Modelo Animal de deficiéncia de GH: Camundongo little

(Ghrhr™)

Os camundongos homozigotos para a mutacdo espontanea little
(Ghrhr") sao caracterizados por uma deficiéncia no GH, na prolactina e retardo
do crescimento. Os camundongos machos tém fertilidade reduzida e as fémeas
mostram um atraso na lactacdo. A mutagao consiste em uma mudanca simples
de base que altera (Asp 60 — Gly) no receptor do fator de liberacdo do GH
(LIN et al., 1993; GODFREY et al., 1993). Além dos camundongos little,
surgiram também abordagens farmacolédgicas para a inibicdo do GH, como as

novas drogas inibidoras da liberagdo do GH.
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Il - JUSTIFICATIVA

A acdo do GH nas distrofias tem sido controversa na literatura,
necessitando de novos estudos. Recentemente, com o surgimento de novas
drogas que bloqueiam o efeito ou a liberacdo de GH e a possibilidade de
desenvolvimento de novos modelos animais simulando geneticamente as
distrofias humanas, novas perspectivas para estudos experimentais dos efeitos

do GH na evolucao das doencas distréficas foram abertas.
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Il - OBJETIVOS

Geral: Estudar os efeitos do excesso e da inibicdo do GH na evolucao de

doenca distréfica em modelos murinos dy/dy (B6.WK-Lama2¥%/1J).

Especificos:

1. Estudar os efeitos da administracdo de GH na evolucédo da doenca dos

camundongos distréficos com clinica dy/dy (B6.WK-Lama2®”?/1J);

2. Desenvolver um modelo de camundongos mutantes com distrofias
musculares e deficiéncia de GH, obtidos pelo cruzamento dos
camundongos distréficos dy/dy com aqueles deficientes em GH little/little
(C57BL/6J-Ghrh™ /J), e avaliar a evolugdo das distrofias durante o

desenvolvimento desses animais;

3. Estudar os efeitos da inibicdo da secrecao do Gh pela octreotida, um
derivado da somatostatina, sobre a evolucdo da doenca dos camundongos

distréficos com clinica dy/dy (B6.WK-Lama2¥#//J);
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IV- METODOLOGIA

IV.1 Animais
IV.1.1 Consideracées Eticas

Todos os animais utilizados foram obtidos do Laboratério Jackson (Bar
Harbor, ME, htto:www.jax.org). Os cuidados, armazenamentos e experimentos
dos animais foram realizados de acordo com o Comité de Etica e Pesquisa

Animal de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

IV.1.2 Estabelecimento das linhagens animais

O estabelecimento de novas linhagens murinas obtidas a partir de
acasalamentos programados vem permitindo associacdo genética fixados em
um Unico modelo animal que pode ser muito informativo. Os modelos murinos
foram os camundongos distréficos e andes. Os camundongos distroficos
(B6.WK- Lama2®#//J) foram originalmente comprados do Laboratério Jackson
(Bar Harbor, ME, http:www.jax.org) e foram mantidos em cruzamento por mais
de 15 geragdes em nosso laboratério. Os andes (C57BL/6J- Ghrhrlit /J) foram
doados em colaboracgao pelo biotério do IPEN — Instituto de Pesquisa e Energia
Nuclear e mantidos em nosso laboratério por mais de 5 geracdes . Os animais
foram criados em um ciclo dia-noite de 12 em 12 horas com uma temperatura
ambiente de 24.5 + 1.0 °C e umidade de 60 * 10%. Ragdo seca para

camundongo foi dada ad /ib.
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Fémeas distroficas portadoras heterozigotas (dy/+ +/+) foram cruzadas
com machos portadores andes (+/+ lit/+). Aproximadamente 200 camundongos
hibridos para a B6 e lit foram obtidos na geracdo F1. Todos eles eram
fenotipicamente normais. Teoricamente, entretanto os gendétipos da prole F1
eram dy/+ lit/+, dy/+ +/+, +/+ lit/+, e +/+ +/+ com uma incidéncia de ocorréncia
de 1:1:1:1, respectivamente. Para assegurar a existéncia de camundongos
duplos heterozigotos dy/+ lit/+ e identifica-los utilizamos a metodologia descrita
por (LIN et al., 1993; STRAUSS, 1994; VILQUIN et al., 2000) implantada e
adaptada em nosso laboratério do Centro de Estudos do Genoma Humano da
USP. Entédo, 5 pares de machos e fémeas de camundongos cujo genétipo foi
identificado como dy/+ lit/+, foram obtidos. Eles foram cruzados e
aproximadamente 100 ninhadas foram obtidas ap6és duas ou trés gestacdes
sucessivas. Os animais hibridos obtidos na geracdo F2 foram o objeto do

presente estudo.

As metodologias utilizadas na producao destas linhagens estdo descritas

abaixo:

IV.1.3 Genotipagem dos camundongos

IV.1.3.1 Genotipagem dos camundongos little/little

A padronizacdo da andlise molecular destes camundongos foi de
fundamental importancia, uma vez que teve como obijetivo facilitar a obtencao
do nosso modelo final (duplo homozigoto). A possibilidade de identificar

precocemente a caracteristica little, permitiu acasalamentos precoces com
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maiores chances de maiores ninhadas e estabelecimento e perpetuacéo da

colénia (Figura 13).

L (lit/lit)

U:CGKHUHMZIUAAIWCEGG TATCAA GGGGTGGGGATG‘ICCCTGG TITGACATCTCCTTCAG CACT GCCATTCA GAATCTCCTCCCTCATAG GTTACCCCA TG TCTE

Do

Figura 13 — Sequenciamento do DNA dos camundongos little. O DNA

gendmico foi extraido do rabo dos camundongos e amplificado por PCR. Os
amplicons gerados foram submetidos a sequenciamento. A seta indica a

presenca da mutacao (GGT) de troca de base (A—G).

IV.1.3.2 Genotipagem dos camundongos B6.WF-Lama 2dy2J

A padronizagdo da andlise molecular destes camundongos foi de
fundamental importancia, permitindo a identificacdo dos casais heterozigotos
que deram origem aos camundongos afetados (Figura 14) e estabelecimento
da colénia uma vez que teve como objetivo o estabelecimento e perpetuacao
da colbnia permitindo a identificacdo dos casais heterozigotos que deram

origem aos camundongos afetados (Figura 14).
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Selvagemn

Figura 14 - Genotipagem dos Camundongos B6.WK-Lama2”?//J. O DNA
gendmico foi extraido do rabo dos camundongos e amplificado por PCR. Os
amplicons gerados foram digeridos com a enzima Ndel, capaz de reconhecer o
sitio mutado no gene da laminina, submetido a eletroforese e visualizado apés
coloragdo com nitrato de prata ou brometo de etideo. As bandas selvagem e

mutante sdo indicadas com as setas.
IV.1.4 Alojamento

Estes animais estdo sendo mantidos em condicbes especiais de
alojamento em rack (rack ventilada ALESCO), fotoperiodo e manejo. Através
deste sistema os animais estdo protegidos do contato direto com o ambiente
externo. A sala possui também sistema de controle de iluminagéo (fotoperiodo)
com intensidade luminosa reduzida; isolamento fisico para o controle de
acesso de pessoal e de ruidos e o manejo é realizado por pessoal técnico

especializado.
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IV.1.5 Acasalamentos programados

Os acasalamentos foram realizados apds andlise fenotipica e genética
das crias. Obtivemos assim o primeiro modelo animal congénico little/dy. O
propésito deste trabalho foi reunir os fenétipos little e dy em um Unico animal
constituindo-se desta forma em uma linhagem recombinante duplamente
homozigota. Os acasalamentos iniciais foram desenhados de forma a se

assegurar a heterogozidade dos gendétipos /it e dy nos descendentes.

IV.1.5.1 Resumo dos esquemas de acasalamento

19) @ heterozigotas para dy (DdLL) foram acasaladas com ¢

heterozigotos para little (DDLI)

Os descendentes teriam uma chance de 1/4 de serem duplos

heterozigotos para as caracteristicas dy e /it.

2%) & F1 (duplos heterozigotos para dy e little) foram acasalados com 9

F1 (duplos heterozigotos para dy e little) (DdLl x DdLl)

Os descendentes F2 teriam uma chance de 1/16 de serem dy e it.

IV.1.6 Avaliacao Funcional

IV.1.6.1 Testes comportamentais e funcionais da musculatura

esquelética apendicular

Para verificar se houve melhora na habilidade motora nos animais,
realizamos testes de habilidade motora nos camundongos C57BL controles,
distréficos, andes e andes distréficos. Os camundongos foram examinados,

pesados e submetidos aos seguintes testes: (a) teste de inclinacdo da
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prancheta que avaliou a angulo maximo no qual o animal era colocado e
deslizava; (b) teste de sustentacdo no fio para determinar a habilidade do
animal para se manter em uma linha horizontal pelas patas dianteiras, alcanca-
lo com as patas traseiras e o tempo que eles eram capazes de se manterem no
fio em sustentagcédo; (c) teste de deambulacdo o qual foi realizado para
determinar a média do comprimento da passada medida em tinta impressa
enquanto o camundongo corria livremente em um corredor (comprimento, 50

cm; largura, 8 cm; altura das paredes laterais, 20 cm) (KENNEL et al., 1996)

Os testes descritos a seguir foram padronizados baseando-se em
KENNEL et al. (1996) e feitos em colaboragdo com a Profa. Dra. Patricia
Chakur Brum e Carlos Roberto Bueno Junior do Laboratério de Fisiologia
Celular e Molecular do Exercicio da Escola de Educacgao Fisica e Esporte da

Universidade de Sao Paulo.

Teste de deambulacao (Figura 15)

As patas traseiras dos animais sdo colocadas em contato com tinta preta
nao téxica e em seguida eles sdo colocados em uma caixa retangular de
madeira (sem teto e forrada com papel branco) para caminharem.
Posteriormente, o comprimento das passadas e as distancias entre a pata

direita e a esquerda sdo medidas.
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Figura 15: Teste de deambulacao

Teste de resisténcia a inclinacao (Figura 16)

Os animais sdo colocados sobre uma prancheta de madeira, que é
inclinada em velocidade constante. Anota-se o angulo no qual os animais

escorregam da prancheta.

Figura 16: Teste de resisténcia a inclinacao
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Teste de sustentacao (Figura 17)

As patas dianteiras dos animais sao colocadas em contato com um fio e
guando os animais seguram o fio com as 2 patas, o tempo comeca a ser
cronometrado. Anota-se com quantas patas o animal toca o fio e quanto tempo

ele leva para se desprender do fio.

Figura 17: Teste de sustentacao

Teste de corrida em esteira rolante (Figura 18)

A tolerancia ao esforco fisico € avaliada por meio de teste progressivo
até a exaustdo, onde os animais fazem um teste de protocolo escalonado de
exercicio fisico com velocidade inicial de 6 m/min e a velocidade da esteira é
aumentada para 9 m/min (a cada 3 minutos incrementos de 3m/min até a

exaustdo do animal) (FERREIRA et al., 2007).
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Figura 18: Teste de corrida em esteira rolante

IV.1.7 Testes de funcionalidade da musculatura esquelética
apendicular com eletroestimulacao (Figura 19)

Os testes descritos a seguir foram padronizados e feitos em colaboracao
com o Prof. Dr. Rui Curi e Carlos Hermano do Laboratério de Fisiologia Celular
do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade de Sao Paulo.

Teste Funcional do Musculo Esquelético (Figura 19)

Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de
pentobarbital soédico (5mg/100g de massa corporal). Uma perna foi
cirurgicamente preparada para eletroestimulacdo do nervo ciatico. O joelho foi
fixado por pino na plataforma de eletroestimulagdo. O tend&o do calcaneo foi

conectado a um transdutor de forga (Narco Bio-System, Houston, EUA). O grau
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de estiramento do musculo e a voltagem foram ajustados até que se atingiu a
maior amplitude dos abalos de forca para cada animal (BROOKS et al., 1988).
As contracdes musculares intensas foram induzidas por eletroestimulacao
durante 10min. O protocolo consistiu em trains de 200ms em intervalos de 1s.
A freqiéncia de estimulacédo foi de 100Hz com duracdo de pulso de 0.1ms,
respectivamente (WOJTASZEWSKI et al., 1996; SILVEIRA et al. 2007). O
transdutor de forca foi conectado a um detector de sinais, e os dados foram
obtidos utilizando o programa Lynx Electronics Ltda e analisados utilizando os
programas AgAnalysis (Lynx Tecnologia Eletrénica Ltda, Sao Paulo) e Origin

(OriginLab Corporation, EUA).

O desenvolvimento de forga maxima do triceps sural foi avaliado pela
média de picos de forca produzidos durante 1 minuto de contracdes intensas.
O decaimento da forca muscular esquelética durante contracdes intensas foi
avaliado por 10min e expressa como porcentagens da forca maxima produzida
inicialmente. O desempenho (em 10min) foi quantificado como o declinio nos

valores de picos iniciais (VEDSTED et al 2003).
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Figura 19: Teste de eletroestimulacao

IV.1.8 Teste do Grip

Os animais que tomaram Sandostatina e seus respectivos controles
realizaram mais dois testes: Grip (Figura 20) e Rotarod (Figura 21) implantados
no Centro de Estudos do Genoma Humano da USP. Para o Grip, colocamos as
patas dianteiras do animal em contato com a grade que traduz a forga de

preensao palmar através de um dinamémetro em N (Newtons). No Rotarod
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medimos o tempo que o animal consegue ficar equilibrado em cada tubo

(Figura 21) (KENNEL et al.,1996)

Figura 20: Teste de preensao palmar

IV.1.9 Teste do Rotarod

Figura 21: Rotarod
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IV.1.10 Técnica de Western Blotting

Para a analise dos marcadores de regeneracao e degeneracao muscular
utilizamos a técnica de Western Blotting (WB). As amostras de proteina de
musculo foram extraidas através de tratamento com tampao contendo 10mM
de Tris-HCI (pH 8.0), 150mM NaCl, 5mM EDTA, 1% de Triton X-100 e 60mM
octil glicosidio. As amostras foram centrifugadas a 13.000g por 10min para
remover o0s debris insollveis. e o sobrenadante aplicado num gel de
poliacrilamida 12% e/ou 15% (SDS-PAGE) e transferido para a membrana de
nitrocelulose. A Hibridizacdo com anticorpo é precedida pela coloracdo com
Ponceau, corante especifico para proteinas. Em seguida, a membrana é lavada
e nela aplica-se leite em pd a 5% por uma hora. Removido o leite, a membrana
recebe o anticorpo primario, sendo encubada a 4°C overnight (ZUBRZYCKA-
GAAR et al, 1988).A revelacdo consiste na reagdo com um anticorpo
secundario conjugado com fosfatase alcalina. Utilizamos como anticorpos
primarios o MyoD (1:500), a Desmina (1:200), Laminina (1:000), PAX-7(1:200)

e TGFB-1(1:1000).

As amostras de proteina de musculo foram extraidas através de
tratamento com tampao contendo 10mM de Tris-HCI (pH 8.0), 150mM NacCl,
5mM EDTA, 1% de Triton X-100 e 60mM octil glicosidio. As amostras foram
centrifugadas a 13.000g por 10min para remover os debris insoluveis. € 0
sobrenadante aplicado num gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e
transferido para a membrana de nitrocelulose. A Hibridizagédo é com anticorpo é
precedida pela coloragdo com Ponceau, corante especifico para proteinas. Em

seguida, a membrana € lavada e nela aplica-se leite em p6 a 5% por uma hora.
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Removido o leite, a membrana recebe o anticorpo primario, sendo incubada a
4°C overnight (ZUBRZYCKA-GAARN et al., 1988).A revelagido consiste na

reacdo com um anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina.

IV.2 Administracao do inibidor da liberacao do GH.

O inibidor da liberacao do GH foi cedido e a dose padronizada pelo Prof.
Dr. Krishnamurti de Morais Carvalho diretor dos Laboratérios Genpharma e
Farmacologia Molecular do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Estadual do Ceard. A dose preconizada foi de
6ug/12/12hs/camundongo por injecao subcutanea (SC). O acompanhamento
foi feito baseado na avaliacdo mensal dos sintomas clinicos (peso e
comprimento). Para os experimentos de injecdo, 0s animais tratados
receberam injecao intraperitoneal de rhGH (10ug/100uL/camundongo/dia) por
10 dias, enquanto que os animais controle receberam somente salina (BELLINI
& BARTOLINI, 1992). Para determinar o efeito da deficiéncia do GH utilizou-se
o inibidor da liberacdo do GH (Sandostatin ®-0,1mg/mL) em uma dose de
1,5uL/injecdo/12 em 12 horas. Antes de iniciarmos o tratamento medimos os
valores de GH no sangue destes animais e todos apresentavam valores

normais.

IV.3 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas e quantificadas em teste cego por
dois autores (Carvalho MDF e Bueno Junior CR) independentemente um do
outro. Os dados numéricos sdo as médias (standard deviation). As anadlises
estatisticas de equivaléncia entre os duplos homozigotos e os camundongos

controles foram obtidos pelos testes t-student e ANOVA em um nivel de
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significancia de p < 5% e os resultados foram expressos em unidades reais e

pela variagdo de percentagem entre as performances de cada grupo.
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PARTE 1:

EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO GH (10pg/camundongo/dia, i.p.,
por 10 dias consecutivos) SOBRE A MUSCULATURA DOS ANIMAIS

C57Black6 CONTROLES e DISTROFICOS dy/dy (B6.WK-Lama2®?//J)

Os resultados a seguir apresentaram os efeitos da administracao do GH
(10pg/camundongo/dia, i.p., por 10 dias consecutivos) nos camundongos
C57Blacké controles e distroficos dy/dy (B6.WK-Lama2”?/1J) nos seguintes

testes funcionais da musculatura esquelética:

Teste de Deambulacao
Os resultados do Grafico 1 mostram que:

a) A performance dos camundongos distroficos foi 23,1% menor (p<0,05) que a

dos normais;

b) O GH aumentou em 12,9% (p<0,05) a performance dos camundongos

normais;

c) O GH diminuiu em 17,6% (p<0,05) a performance dos camundongos

distréficos;

Teste de Sustentacao

Os resultados do Grafico 02 mostram que:
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Grafico 01: Teste de deambulacdo nos camundongos C57Blacké:
controles, controles em que foram administrados GH'”’ e distréficos

(B6.WK-Lama 2"Y?//J) antes e depois da administracdo de GH"

O'p <0,05

™Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Grafico 02: Teste de sustentacao nos camundongos C57Blacké6:
controles, controles em que foram administrados GH'" e distréficos

(B6.WK-Lama 2”?//J) antes e depois da administracdo de GH"

“'p < 0,05

“Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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a) A performance dos camundongos distroficos foi 67,8% menor (p<0,05) que a

dos normais;

b) O GH aumentou em 28,2% (p<0,05) a performance dos camundongos

normais;

c) O GH diminuiu em 64,7% (p<0,05) a performance dos camundongos

distréficos;

Teste da Esteira

Os resultados do Grafico 03 mostram que:

a) A performance dos camundongos distroficos foi 39,1% menor (p<0,05) que a

dos normais;

b) O GH aumentou a performance dos camundongos normais, mas 0s

resultados ndo apresentaram diferencas significativas;

c) O GH diminuiu em 28,6% (p<0,05) a performance dos camundongos

distréficos;
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Grafico 03: Teste da esteira nos camundongos C57Blacké6:
controles, controles em que foram administrados GH'" e distréficos

(B6.WK-Lama 2”?//J) antes e depois da administracdo de GH""

“'p < 0,05

“Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Teste da Forca Maxima sob Eletroestimulacao do Nervo Ciatico
Os resultados do Grafico 04 mostram que:

a) A performance dos camundongos distroficos foi 63,6% menor (p<0,05) que a

dos normais;

b) O GH aumentou a performance dos camundongos normais, mas 0s

resultados ndo apresentaram diferencas significativas;

c) O GH diminuiu em 55.6% (p<0,05) a performance dos camundongos

distréficos;

Teste de Resisténcia a Inclinacao
Os resultados do Grafico 05 mostram que:

a) A performance dos camundongos distroficos foi 10,8% menor (p<0,05) que a

dos normais;

b) O GH nao alterou significativamente as performances dos camundongos

normais nem dos distroficos.
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Grafico 04: Teste de forca maxima nos camundongos C57Blacké:
controles, controles em que foram administrados GH'’ e distréficos

(B6.WK-Lama 2" “?//J) antes e depois da administracdo de GH""

O'p <0,05
(#) p < 0,01

™Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Grafico 05: Teste de resisténcia a inclinacdo nos camundongos
C57Black6: controles, controles em que foram administrados GH' e
distroficos (B6.WK-Lama 2”?//J) antes e depois da administracdo de

GH®

O'p <0,05

™Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Os resultados a seguir apresentam cortes histolégicos dos musculos
gastrocnémios dos camundongos C57Black6é controles e distroficos dy/dy

(B6.WK-Lama2™?/1J), antes a ap6s a administracdo do GH:

Figura 22: Histologia do gastrocnémio para analise: da area das
fibras musculares, da area do instersticio e da proporcao de fibras
musculares com a presenca de nucleos centrais. Histologia do
Musculo em HE (Hematoxilina-Eosina) a) Controle b) Controle com

GH™ ¢) Distréfico d) Distréfico com GH ™

(***) Dose de GH: 10 microgramas/camundongo/dia durante 10 dias
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Area da seccdo transversal

Os resultados do Grafico 06 mostram que:

a) A area de seccao transversal dos musculos dos animais normais foi 29,6%

maior (p<0,05) que a dos distréficos;

b) O GH aumentou significativamente a area de seccao transversal dos

musculos dos camundongos normais de 16,5% (p<0,05);

c) O GH nao alterou a area de secgao transversal dos musculos dos

camundongos distréficos;

Area do intersticio

Os resultados do Grafico 07 mostram que:

a) A area do intersticio nos musculos dos animais distréficos foi 200% maior

(p<0,05) que a dos animais normais;

b) O GH nao alterou significativamente as areas dos intersticios nos musculos

normais e nem nos distréficos.
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Grafico 06: Area da seccdo transversa do musculo gastrochémio nos
camundongos C57Black6: controles, controles em que foram
administrados GH" e distroéficos (B6.WK-Lama 2°%//J) antes e depois da

administracdo de GH"”

“'p < 0,05

“Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Grafico 07: Area do intersticio em % no musculo gastrocnémio dos
camundongos C57Black6: controles, controles em que foram
administrados GH" e distroficos (B6.WK-Lama 2°%//J) antes e depois da

administracdo de GH"”

“'p < 0,05

“Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Numero de fibras com nucleo central

Os resultados do Grafico 08 mostram que:

a) O numero de fibras com nucleo central nos musculos dos animais distréficos

foi 94% maior (p<0,05) que a dos animais normais;

b) O GH nao alterou significativamente niamero de fibras com nucleo central

nos musculos normais € nem nos distroficos.
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Grafico 08: Numero de fibras com nucleo central no musculo
gastrocnémio dos camundongos C57Black6: controles, controles em que
foram administrados GH) e distroficos (B6.WK-Lama 2™?//J) antes e

depois da administracdo de GH"”

“'p<0,05

“Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Os resultados a seguir apresentam a quantificacdo de marcadores de
regeneracdo e degeneracdo musculares nos camundongos controles e

distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2¥?//J), antes e apds a administragdo do GH:
Pax7
Os resultados do Grafico 09 mostram que:

a) Os niveis de Pax7 estavam 35% aumentados (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;

b) A administracdo do GH nao alterou os niveis de Pax7 nos

camundongos normais e distréficos.

MyoD
Os resultados do Grafico 10 mostram que:

a) Os niveis de MyoD estavam 60% aumentados (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;

b) A administracdgo do GH ndo alterou os niveis de MyoD nos

camundongos normais e distréficos.
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Grafico 09: Conteudo do Pax7 no musculo dos camundongos C57Blacké:
controles, controles em que foram administrados GH'’ e distréficos

(B6.WK-Lama 2”?//J) antes e depois da administracdo de GH"

“'p < 0,05

“Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Grafico 10: Conteudo do MyoD no musculo dos camundongos C57Blacké:
controles, controles em que foram administrados GH!” e distréficos

(B6.WK-Lama 2”%//J) antes e depois da administracido de GH""

O'p <0,05

™Dose de GH: 10 microgramas / camundongo / dia
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Laminina

Os resultados do Grafico 11 mostram que:

a) Os niveis de Laminina estavam 55% diminuidos (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;

b) A administracdo do GH n&o alterou significativamente os niveis de

Laminina nos camundongos normais e distroficos.

Desmina

Os resultados do Grafico 12 mostram que:

a) Os niveis de Desmina estavam 24% umentados de maneira nao
significativa no décimo dia de administracdo do GH nos camundongos

distréficos;

b) Os niveis de Desmina estavam 32% umentados de maneira nao
significativa no décimo dia de administracdo do GH nos camundongos

controles;

c) A administragdo do GH nao alterou significativamente os niveis de

Desmina nos camundongos normais e distréficos.



75

sokDa — | M S

%*

l_l_ll_‘_\

Ponceau: Miosina

120G -

100 -

T .
3
pad o0
| =
= I
20 -
¢
S hGH s hGH
(n=1] (n=5) (n=4} (=6}
Cont dy*

Grafico 11: Conteudo da Laminina no musculo dos camundongos
C57Black6: controles, controles em que foram administrados GH e
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Grafico 12: Conteudo da Desmina no musculo dos camundongos
C57Black6: controles, controles em que foram administrados GH'" e
distroficos (B6.WK-Lama 2”?%//J) antes e depois da administracdo de

GH®
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TGFB-1

Os resultados do Grafico 13 mostram que:

a) O GH aumentou os niveis de TGFB-1 nos camundongos nao

distroficos, mas os resultados ndo mostraram diferencgas significativas

b) Os niveis de TGFB-1 estavam 35% aumentados (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;

c) A administracdo do GH aumentou em 30% (p<0,05) os niveis de

TGFB-1 nos camundongos distroficos.

d) Os niveis de TGFB-1 estavam 90% mais elevados (p<0,05) nos
camundongos distréficos que tomaram GH em relacdo aos camundongos

controles;
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Grafico 13: Conteudo do TGFB-1 no musculo dos camundongos
C57Black6: controles, controles em que foram administrados GH e
distréficos (B6.WK-Lama 2”?//J) antes e depois da administracdo de

G H (**)

O'p <0,05
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PARTE 2:

AVALIACAO DO QUADRO DISTROFICO DE CAMUNDONGOS
OBTIDOS PELO CRUZAMENTO DE ANIMAIS C57Blacké DISTROFICOS
dy/dy (B6.WK-Lama2??//J) COM ANOES COM DEFICIENCIA GENETICA

DE GH little/little (C57BL/6J-Ghrhr™ 1J).

Os resultados a seguir (Figuras 23 e 24) mostram o resultado do
trabalho de 2 anos de cruzamento entre camundongos dy/dy (B6.WK-Lama2®"
21J) e little/little (C57BL/6J-Ghrhr™ /J) com obtengdo de mais de 100 ninhadas.
Finalmente obtivemos 4 exemplares duplos homozigotos dy/dy (B6.WK-

Lama2®?1J) x little/little (C57BL/6J-Ghrhr™ 1J).

Estes animais apresentavam comprimento menor que 0s controles
nosrmais € maior que o anao nao distrofico (Figura 23). Os resultados dos

testes musculares esqueléticos serdo mostrados a seguir.
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Figura 23: Camundongos C57Blacké6: a) anao/distrofico (duplo homozigoto)

b) anao c) controle

Figura 24: Camundongos C57Black6: a) anao/distroéfico (duplo

homozigoto) b) controle c) distréfico
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Os resultados a seguir apresentam a avaliacao do quadro distréfico de
camundongos controles, distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2¥?/J), andes
little/little (C57BL/6J-Ghrhr™ 1)) e andes distréficos (B6.WK-Lama2¥?/1J)x
little/little (C57BL/6J-Ghrhr™ /J) nos seguintes testes funcionais da musculatura

esquelética:

Teste de Deambulacao
Os resultados do Grafico 14 mostram que:

a) A performance dos andes nao distroficos foi 27% maior (p<0,05) que a dos

camundongos normais;

b) Os camundongos distroficos (ndo andes) apresentaram performance 21,5%

menor (p<0,05) que aquela dos normais;

c) Os camundongos andes distréficos apresentaram performance 10,3%,

menor (p<0,05) que aquela dos andes nao distréficos;

d) Entretanto, a performance relativa dos andes distroficos em relacdo aos
seus controles (andes nao distroficos) (100%-10,3%=89,7%) foi 14,3% maior
que aquela dos distréficos em relacdo aos seus controles, os camundongos

normais (100%-21,5%=78,5%).

Teste de Sustentacao
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Os resultados do Grafico 15 mostram que:

a) A performance dos andes nao distréficos foi ligeiramente maior que a dos
camundongos normais, mas o0s resultados ndo mostraram diferengas

significativas;

b) Os camundongos distréficos (ndo andes) apresentaram performance 69%

menor (p<0,05) que aquela dos normais;

c) Os camundongos andes distréficos apresentaram performance 47% menor

(p<0,05) que aquela dos andes nao distroficos;

d) Entretanto, a performance relativa dos andes distroficos em relagdo aos
seus controles (andes nao distroficos) (100%-47%=53%) foi 71% maior que
aquela dos distréficos em relacdo aos seus controles, os camundongos

normais (100%-69%=31%).

Teste de Resisténcia a Inclinacao

Os resultados do Grafico 16 mostram que:

a) A performance dos andes nao distréficos foi ligeiramente maior que a dos
camundongos normais, mas o0s resultados ndo mostraram diferengas

significativas;

b) Os camundongos distréficos (ndo andes) apresentaram performance 13,3%

menor (p<0,05) que aquela dos normais;
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Grafico 14: Teste de deambulacido nos camundongos C57Blackeé:
controles, distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2°%//J), andes (little/little
C57BIl/6J-Ghrh™/J) e andes distroficos (little/little C57BIl/6J-Ghrhr™/J) x

(dy/dy-B6.WK-Lama 2°Y%//J).

“p<0,05
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Grafico 15: Teste de sustentacdo nos camundongos C57Blackeé:
controles, distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2%//J), andes (little/little
C57Bl/6J-Ghrhr™/J) e andes distroficos (little/little C57BIl/6J-Ghrhr™/J) x

(dy/dy-B6.WK-Lama 2°Y%//J).

“p<0,05
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Grafico 16: Teste de inclinacao nos camundongos C57Black6: controles,
distréficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2°2//J), anbes (little/little C57BI/6J-
Ghrh/J) e andes distroficos (little/little C57BIl/6J-Ghrhr’™/J) x (dy/dy-

B6.WK-Lama 2°2/1J).

“'p < 0,05
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c) Os camundongos andes distroficos apresentaram performance 8,5% menor

(p<0,05) que aquela dos andes nao distroficos;

d) Entretanto, a performance relativa dos andes distroficos em relacdo aos
seus controles (andes nao distréficos) (100%-8,5%=91,5%) foi 5,5% maior que
aquela dos distréficos em relacdo aos seus controles, os camundongos

normais (100%-13,3%=86,7%).

Teste da Esteira

Os resultados do Grafico 17 mostram que:

a) A performance dos andes nao distroficos foi maior que a dos camundongos

normais, mas os resultados ndo mostraram diferencas significativas;

b) Os camundongos distroficos (ndo andes) apresentaram performance 40,4%

menor (p<0,05) que aquela dos normais;

c) Os camundongos andes distroficos apresentaram performance 29,6% menor

(p<0,05) que aquela dos andes nao distroficos;

d) Entretanto, a performance relativa dos andes distroficos em relagdo aos
seus controles (andes nao distroficos) (100%-29,6%=70,4%) foi 18% maior que
aquela dos distréficos em relacdo aos seus controles, os camundongos

normais (100%-40,4%=59,6%).
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Grafico 17: Teste de esteira nos camundongos C57Black6: controles,
distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2%//J), andes (little/little C57BI/6J-
Ghrh/'/J) e andes distroficos (little/little C57BI/6J-Ghrhr’™/J) x (dy/dy-

B6.WK-Lama 2°%//J).

O'p <0,05
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Teste da medida da Forca Maxima sob Eletroestimulacao do Nervo Ciatico

Os resultados do Grafico 18 mostram que:

a) A performance dos anfes nao distréficos foi 58,3% menor que a dos

camundongos normais (p < 0,05);

b) Os camundongos distroficos (ndo andes) apresentaram performance 72,9%

menor (p<0,05) que aquela dos normais;

c) Os camundongos andes distréficos apresentaram performance 25% menor

(p<0,05) que aquela dos andes nao distroficos;

d) Entretanto, a performance relativa dos andes distroficos em relacdo aos
seus controles (andes nao distroficos) (100%-25%=75%) foi 102% maior que
aquela dos distréficos em relacdo aos seus controles, os camundongos

normais (100%-72,9%=27,1%).
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Grafico 18: Teste de forca maxima sob eletroestimulacao do nervo ciatico
nos camundongos C57Black6: controles, distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama
2%7%,)), andes (little/little C57BIl/6J-Ghrhr'™/J) e andes distréficos

(little/little C57Bl/6J-Ghrhr'/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama 2°%//J).

O'p <0,05
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Os resultados a seguir apresentam cortes histolégicos dos musculos
gastrocnémios nos camundongos C57Black6é controles, distréficos dy/dy
(B6.WK-Lama2®?//J), andes little/little (C57BL/6J-Ghrhr" /J) e andes distréficos

(little/little-C57BL/6J-Ghrhr™/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama2®?'/J)

Figura 25: Histologia do gastrocnémio para analise: da area das
fibras musculares, da area do instersticio e da proporcao de fibras
musculares com a presenca de nucleos centrais. Histologia do
Musculo em HE (Hematoxilina-Eosina) a) Anao b) Anao Distréfico c)

Controle d) Distréfico
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Area da seccdo transversal

Os resultados do Grafico 19 mostram que:

a) A area de seccgao transversal dos musculos dos animais normais foi 33%

maior (p<0,05) que a dos distréficos;

b) A area de secgao transversal dos musculos dos andes normais foi 36%

maior (p<0,05) que a dos andes distroficos;

c) Nao houve diferencas significativas entre as areas de seccao transversal dos
musculos dos animais controles em relacdo aos andes normais e nem entre 0s

distréficos ndo andes em relacao aos andes distroficos;

Area do intersticio

Os resultados do Grafico 20 mostram que:

a) A area do intersticio nos musculos dos animais distréficos foi 200% maior

(p<0,05) que a dos animais normais;

b) A area do intersticio nos musculos dos andes distréficos foi 167% maior

(p<0,05) que a dos andes normais;

b) A area do intersticio nos musculos dos animais distroficos foi 29% maior

(p<0,05) que a dos andes distroficos;

c) Nao houve diferengas significativas entre as areas de seccao transversal dos

musculos dos animais controles em relacdo aos andes normais.
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Grafico 19: Area de seccdo transversa do musculo gastrochémio nos
camundongos C57Black6: controles, distréficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2"
2//J), anées (little/little C57BI/6J-Ghrhr'"/J) e andes distroficos (little/little

C57BIl/6J-Ghrhr'/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama 2°V%/1J).

“p<0,05
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Grafico 20: Area do intersticio em % do musculo gastrocnémio nos
camundongos C57Black6: controles, distréficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2"
2//J), anées (little/little C57BI/6J-Ghrhr'"/J) e andes distroficos (little/little

C57BIl/6J-Ghrhr'/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama 2°V%//J).

O'p <0,05
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Numero de fibras com nucleo central

Os resultados do Grafico 21 mostram que:

a) O numero de fibras com nucleo central nos masculos dos animais controles

e nos dos andes nao distréficos foi insignificante;

b) O numero de fibras com nucleo central nos musculos dos animais distréficos
e andes distroficos foi bastante significativo em relagédo aos animais controles e

nos dos andes nao distréficos (p<0,0001);

c) Nao houve diferencas significativas entre o nimero de fibras com nucleo
central dos musculos dos animais distréficos e aquele do andes distréficos

animais.
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Grafico 21: Numero de fibras com nucleo central no musculo
gastrocnémio nos camundongos C57Black6: controles, distréficos (dy/dy-
B6.WK-Lama 2”?//J), andes (little/little C57BIl/6J-Ghrh/’/J) e andes

distréficos (little/little C57BIl/6J-Ghrhr"'/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama 2°Y%/1J).

b <0,01
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Os resultados a seguir apresentam a quantificacdo de marcadores de
regeneracdo e degeneracdo musculares nos camundongos C57Black6
controles, distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2”?’/J), andes little/little (C57BL/6J-
Ghrhr'™ /J) e andes distréficos (little/little-C57BL/6J-Ghrhr™/J) x (dy/dy-B6.WK-
Lama2®?'/J)

Pax7
Os resultados do Grafico 22 mostram que:

a) Os niveis de Pax7 estavam 35% aumentados (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;

b) Os niveis de Pax7 estavam 39% aumentados (p<0,05) nos

camundongos andes distréficos em relagéo aos andes controles;

c) Os niveis de Pax7 nao apresentaram diferengas significativas entre
os camundongos controles e andes (nao distroficos) e nem entre os distroficos

e anoes distroficos.

MyoD
Os resultados do Grafico 23 mostram que:
Os resultados da Figura mostram que:

a) Os niveis de MyoD estavam 61% aumentados (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;
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b) Os niveis de MyoD estavam 69% aumentados (p<0,05) nos

camundongos andes distréficos em relagdo aos andes controles;

c) Os niveis de MyoD nao apresentaram diferencas significativas entre
os camundongos controles e andes (nao distroficos) e nem entre os distroficos

e anoes distroficos.

Laminina

Os resultados no Grafico 24 mostram que:

a) Os niveis de Laminina estavam 55% diminuidos (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;

b) Os niveis de Laminina estavam 50% diminuidos (p<0,05) nos

camundongos andes distréficos em relacdo aos camundongos controles;

b) Entretanto, ndo houve diferenca significativa nos niveis de Laminina
entre controles e andes nao distroficos e nem entre distroficos e anodes

distroficos.
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Grafico 22: Conteudo do Pax7 no musculo dos camundongos C57Blackeé:
controles, distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2%//J), andes (little/little
C57BIl/6J-Ghrhr’"/J) e andes distroficos (little/little C57BI/6J-Ghrhr™'/J) x

(dy/dy-B6.WK-Lama 2°Y%//J).

O'p <0,05
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Grafico 23: Conteudo do MyoD no musculo dos camundongos C57Blacké6:
controles, distréficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2”%//J), andes (little/little
C57BIl/6J-Ghrh™'/J) e andes distroficos (little/little C57BIl/6J-Ghrhr™/J) x

(dy/dy-B6.WK-Lama 2°%//J).

O'p <0,05
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Grafico 24: Conteudo da Laminina no musculo dos camundongos
C57Black6: controles, distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2™%//J), andes
(little/little C57BI/6J-Ghrhr'™/J) e andes distroficos (little/little C57BI/6J-

Ghrh™/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama 2°V%//J).

“'p < 0,05



101

Desmina:

Os resultados do Grafico 25 mostram que:

a) Os niveis de Desmina estavam aumentados 52% (p<0,05) nos

camundongos distréficos em relagdo aos camundongos controles;

b) Os niveis de Desmina estavam aumentados 76% (p<0,05) nos

camundongos andes distréficos em relagdo aos andes néo distroficos;

c) Entretanto, ndo houve diferenga significativa nos niveis de Desmina
entre controles e andes nao distroficos e nem entre distréficos e anodes

distroficos.

TGFB-1

Os resultados do Grafico 26 mostram que:

a)Os controles e andes nao distréficos nao apresentaram diferencas

significativas nos niveis de TGFB-1;

b) Os niveis de TGFB-1 nos camundongos distroficos estavam 35%

aumentados (p<0,05) em relacao aos camundongos controles;

c) Os niveis de TGFB-1 nos camundongos andes distréficos estavam 36%

menores (p<0,05) que o dos camundongos distroficos;
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d) Os niveis de TGFB-1 nos camundongos andes distréficos ndo apresentavam
diferengas significativas com aqueles dos anfes n&o distroficos e dos

controles.
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Grafico 25: Conteudo da Desmina no musculo dos camundongos
C57Black6: controles, distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2%//J), andes
(little/little C57BIl/6J-Ghrhr"/J) e andes distroficos (little/little C57BIl/6J-

Ghrhr/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama 2°%//J).

“'p < 0,05
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Grafico 26: Conteudo do TGFB-1 no musculo dos camundongos

C57Black6: controles, distroficos (dy/dy-B6.WK-Lama 2?//J), andes

(little/little C57BIl/6J-Ghrhr"/J) e andes distroficos (little/little C57BIl/6J-

Ghrhr/J) x (dy/dy-B6.WK-Lama 2°%//J).

“'p < 0,05
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PARTE 3:

ESTUDO DOS EFEITOS DA OCTREOTIDA, UM DERIVADO
SINTETICO DA SOMATOSTATINA INIBIDOR DA LIBERAGAO DO GH,
SOBRE A EVOLUGAO DA DOENCA DOS CAMUNDONGOS DISTROFICOS

dy/dy (B6.WK-Lama2¥%1J)

Os resultados a seguir apresentam os efeitos da octreotida
(6pg/camundongo/12horas, s.c.), um inibidor da secrecdo do GH, na
performance dos camundongos distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2¥?J)
comparados com os controles e os distréficos nos seguintes testes funcionais

da musculatura esquelética:
Teste de Deambulacao

Os resultados do Grafico 27 mostram os resultados obtidos durante os

tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30 e 60 dias):

a) Camundongos normais apresentaram performance significativamente
superior aquela dos distroficos e daqueles em que foram administrados a

octreotida.

b) Os camundongos distréficos, no sexagésimo dia de observacao,
apresentaram performance 14,5% menor que aquela destes animais no
primeiro dia de observacéao (p<0,05)

c) Os camundongos distréficos tratados com octreotida, no sexagésimo dia
de observagdo, apresentaram performance 12,2% maior que aquela

destes animais no primeiro dia de observacao (p<0,05).
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Grafico 27: Teste de deambulacdo nos camundongos C57Blacké:
controles, distréficos (B6.WK-Lama 2??//J) e distroficos em que foram

administrados octreotida

#p <0,001 ' p <0,005 ) Dose da octreotida: éug / camundongo / 12 horas
5.C.

Cont: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy?: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy? com inibidor: idades de 60 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tfratamento), 90 (30 dias de tfratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)
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Teste da Esteira

Os resultados da do Grafico 28 mostram os resultados obtidos durante

os tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30 e 60 dias):

a) Camundongos normais apresentaram performance significativamente
superior aquela dos distréficos e daqueles em que foram administrados a

octreotida.

b) Os camundongos distréficos, nos trigésimo e sexagésimo dias de
observacado, apresentaram performances 16,1% e 23,1% menores,
respectivamente em relagdo aquelas destes animais no primeiro dia de
observacéao (p<0,05)

c) Os camundongos distréficos tratados com octreotida mantiveram suas

performances sem alteragdes significativas no periodo.

Teste de Sustentacao

Os resultados do Grafico 29 mostram os resultados obtidos durante os

tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30 e 60 dias):

a) Camundongos normais apresentaram performance significativamente
superior aquela dos distréficos e daqueles em que foram administrados a

octreotida.
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b) Os camundongos distréficos mantiveram suas performances sem alteracoes

significativas no periodo;

c) Os camundongos distréficos tratados com octreotida, no sexagésimo dia de
observacado, apresentaram performance 29,2% maior que aquela destes

animais no primeiro dia de observacao (p<0,05).

Teste de Forca de Preensao

Os resultados do Grafico 30 mostram os resultados obtidos durante os

tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30 e 60 dias):

a) Camundongos normais apresentaram performance significativamente
superior aquela dos distréficos e daqueles em que foram administrados a

octreotida.

b) Os camundongos distréficos mantiveram suas performances sem alteracoes

significativas no periodo;

c) Os camundongos distréficos tratados com octreotida, no sexagésimo dia de
observacado, apresentaram performance 42,9% maior que aquela destes

animais no primeiro dia de observacao (p<0,05).
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Grafico 28: Teste da esteira nos camundongos C57Black6: controles,
distroficos (B6.WK-Lama 2™%/J) e distroficos em que foram

administrados octreotida

#p <0,001 ' p <0,005 ) Dose da octreotida: éug / camundongo / 12 horas
5.C.

Cont: idades de 60, 70, 20 e 120 dias

dy%: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy? com inibidor: idades de 60 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tfratamento), 90 (30 dias de tfratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)
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Grafico 29: Teste de sustentacao nos camundongos C57Blacké:
controles, distréficos (B6.WK-Lama 2??//J) e distroficos em que foram

administrados octreotida

#) p <0,001 " p < 0,005 ) Dose da octreotida: é6ug / camundongo / 12 horas
5.C.

Cont: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy?: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy? com inibidor: idades de 60 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tratamento), 90 (30 dias de tratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)




11

14 #

12

08 -

06 -

Teste de forga de preenséo (N)

04

02

n=6 n=6 n=6 n=6 n=6n=8 n=6 n=86 n=6 n=6 n=6 n=6

Cont dy> dy?! com inibidor

Grafico 30: Teste de forca de preensao nos camundongos C57Blacké:
controles, distréficos (B6.WK-Lama 2”%//J) e distréficos em que foram

administrados octreotida

#p <0,001 ) p <0,005 ) Dose da octreotida: éug / camundongo / 12 horas
5.C.

Cont: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy%: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy? com inibidor: idades de 60 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tfratamento), 90 (30 dias de tfratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)
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Teste de Rota Rod

Os resultados do Grafico 31 mostram os resultados obtidos durante os

tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30 e 60 dias):

a) Camundongos normais apresentaram performance significativamente
superior aquela dos distréficos e daqueles em que foram administrados a

octreotida.

b) Os camundongos distréficos, no sexagésimo dia de observacgao,
apresentaram performance 32,7% menor que aquela destes animais no

primeiro dia de observacao (p<0,05)

c) Os camundongos distréficos tratados com octreotida, no sexagésimo dia de
observacado, apresentaram performance 27,3% maior que aquela destes

animais no primeiro dia de observacao (p<0,05).

Teste de Resisténcia a Inclinacao

Os resultados do Grafico 32 mostram que:

a) Os camundongos normais nao distréficos, em todos os tempos de
observacdo utilizados neste teste, apresentaram performance
significativamente superior aquela dos distréficos e daqueles em que
foram administrados a octreotida.

b) Os camundongos distréficos e os camundongos distréficos, em que
foram administrados a octreotida, mantiveram as performances neste

teste sem variacées significativas entre si.
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Grafico 31: Teste de Rota rod nos camundongos C57Black6: controles,
distroficos (B6.WK-Lama 2™%\J) e distroficos em que foram

administrados octreotida

# p <0,001 M p <0,005 ) Dose da octreotida: éug / camundongo / 12 horas
5.C.

Cont: idades de 60, 70, 20 e 120 dias

dy%: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy% com inibidor: idades de 40 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tfratamento), 90 (30 dias de tfratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)
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Grafico 32: Teste de resisténcia a inclinagdo nos camundongos C57Blackeé:
controles, distréficos (B6.WK-Lama 2??//J) e distréficos em que foram

administrados octreotida

(#) p <0,001 " p < 0,005 ) Dose da octreotida: é6ug / camundongo / 12 horas
s.C.

Cont: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy?: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy? com inibidor: idades de 60 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tratamento), 90 (30 dias de tratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)
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Os resultados a seguir apresentam os pesos e comprimentos dos

camundongos distréficos controles dy/dy (B6.WK-Lama2®%/J) e dos distréficos

que tomaram octreotida, durante 10, 30 e 60 dias de tratamento. Saliente-se

que o experimento foi iniciado quando os animais tinham 60 dias de nascidos:

a) Peso

Os resultados do Grafico 33 mostram os resultados obtidos durante os

tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30 e 60 dias):

a)

Camundongos normais aumentaram progressivamente de peso,
apresentando no sexagésimo dia de observacdo, um aumento
significativo de 16,7% (p<0,05);em relacdo ao primeiro dia de
observacéo;

Camundongos distroficos aumentaram progressivamente de peso,
apresentando no sexagésimo dia de observacdo, um aumento
significativo de 20% (p<0,05) em relacao ao primeiro dia de observacao;
Os camundongos distroficos tratados com octreotida ndo tiveram
alteracbes significativas em seus pesos durante o periodo de

observacéo.
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Grafico 33: Medidas dos pesos nos camundongos C57Black6: controles,
distréficos (B6.WK-Lama 2™%/J) e distroficos em que foram

administrados octreotida

) p < 0,005 ™) Dose da octreotida: éug / camundongo / 12 horas s.c.
Cont: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy?: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy? com inibidor: idades de 60 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tfratamento), 90 (30 dias de tfratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)
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Comprimento

Os dados do Grafico 34 mostram os resultados obtidos durante os

tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30 e 60 dias):

a)

Camundongos normais aumentaram progressivamente de comprimento,
apresentando no sexagésimo dia de observacdo, um aumento
significativo de 5,3% (p<0,05) em relacéao ao primeiro dia de observacao;
Camundongos  distroficos  aumentaram  progressivamente  de
comprimento, apresentando no sexagésimo dia de observacdo, um
aumento significativo de 5,6% (p<0,05) em relacdo ao primeiro dia de
observacéo;

Os camundongos distréficos tratados com octreotida ndo tiveram
alteragdes significativas em seus comprimentos durante o periodo de

observacao.
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Grafico 34: Medidas dos comprimentos nos camundongos C57Blacké:
controles, distréficos (B6.WK-Lama 2??//J) e distréficos em que foram

administrados octreotida

#) p <0,001 " p <0,005 ) Dose da octreotida: é6ug / camundongo / 12 horas
s.C.

Cont: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy?: idades de 60, 70, 90 e 120 dias

dy? com inibidor: idades de 60 (dia 0 de tratamento), 70 (10 dias de
tfratamento), 90 (30 dias de tfratamento) e 120 dias (60 dias de tratamento)
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

1 ANALISE DOS EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO GH SOBRE A

MUSCULATURA DOS ANIMAIS DISTROFICOS dy/dy (B6.WK-Lama2??//J)

O primeiro objetivo deste trabalho consistiu em se estudar os efeitos da
administracdo do GH (10ug/camundongo/dia, i.p., por 10 dias consecutivos)
sobre a musculatura dos animais distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2¥?//J),
tomando-se como controle os camundongos normais, sem fenétipo distréfico,

C57Blackeé.

Os resultados mostraram que o GH levou a uma piora significativa da
performance dos camundongos distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2®¥?//J), em

quatro dos cinco testes funcionais da musculatura esquelética realizados:

(a) Teste de deambulacédo, diminuindo, de 17,9% em relacao ao controle
(p<0,05), a média do comprimento da passada medida em tinta impressa,
enquanto o camundongo corria livremente em um corredor (Grafico 01, Figura

15);

(b) Teste de sustentacdo no fio, diminuindo de 64,7% em relacdo ao
controle (p<0,05), a habilidade do animal em se manter em uma linha
horizontal pelas patas dianteiras, alcanca-lo com as patas traseiras e o tempo
que eles sao capazes de se manterem no fio em sustentacdo, em relacao ao

controle (Gréfico 2, Figura 17);
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(c) Teste de corrida em esteira rolante, diminuindo de 28,6% em relacéo
ao controle (p<0,05), a tolerancia ao esforgo fisico progressivo até a exaustao

(Grafico 3, Figura 18 );

(d) Teste de funcionalidade da musculatura esquelética apendicular sob
eletroestimulacdo do nervo ciatico, diminuindo de 55,6% em relagdo ao
controle (p<0,05), o desenvolvimento de forga maxima da musculatura (Gréafico

4, Figura 19).

Apenas no teste de inclinagdo da prancheta, que avaliou a angulo
maximo no qual o animal era colocado e deslizava, o GH ndo apresentou
efeitos significativos nos animais distréficos em relacdo aos controles (Grafico

5, Figura 16).

Estes resultados acima, analisados em conjunto, demonstraram
claramente que o GH, administrado na dose de 10ug/camundongo/dia, i.p., por
10 dias consecutivos, causou efeitos prejudiciais importantes sobre a
funcionalidade da musculatura esquelética dos animais distroficos dy/dy

(B6.WK-Lama2™2/1J).

Por outro lado, o GH, nas mesmas doses utilizadas acima, melhorou
significativamente a performance dos animais controles em dois importantes

testes funcionais da musculatura esquelética:

a) Teste de deambulacdo, aumentando 12,9% em relacdo ao controle

(p<0,05), a média do comprimento da passada (Grafico 01);
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b) Teste de sustentacao no fio, aumentando de 28,2% em relacdo ao
controle (p<0,05), tempo que eles sdo capazes de se manterem no fio em

sustentacdo, em relacdo ao controle (Grafico 02);

O GH aumentou ainda, mas de maneira nao significativa, a performance
no teste da esteira, e ndo apresentou efeitos significativos nos testes de

inclinacao e de forca maxima por eletroestimulacao (Graficos 3,4 € 5)

Em busca de explicar estes resultados obtidos pela administracao do GH
in vivo, realizamos estudos histolégicos e quantificacdo de marcadores de
regeneracao e degeneracao celulares nas musculaturas dos animais distroficos

e normais, apos o sacrificio.

Cortes histologicos foram realizados em busca de possiveis alteracoes
morfologicas que pudessem explicar os efeitos acima, mas os resultados
mostraram que administracdo do GH n&o alterou o numero de fibras com
nucleo central e nem area do intersticio dos musculos nos animais controles e
distréficos em relacao aos musculos dos animais que tomaram GH (Graficos 6,

7 e 8).

Entretanto, um resultado chamou a nossa atencao, pois enquanto o GH
aumentou significativamente de 16,5% (p<0,05) a area da seccao transversal
dos musculos dos camundongos controles (Grafico 06), este horménio nao
alterou esta area nos musculos dos animais distroficos. Estes resultados do GH
sobre a musculatura esquelética de camundongos normais seriam esperados,
uma vez que € conhecido que este horménio pode causar uma hipertrofia das

fibras musculares (FLORINI et al.,1996; SOTIROPOULOQOS et al., 2006), mas o
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fato dele ndo causar este mesmo efeito na musculatura distrofica é

desconhecido.

Analisados em conjunto, o efeito do GH em aumentar a area de secgao
transversal dos musculos normais, sugerindo um efeito de hipertrofia das fibras
musculares (HOFFMAN et al.,, 2004), e em contrapartida, ndo altera-la nos
musculos dos animais distréficos, poderia contribuir para explicar, pelo menos
parcialmente, as diferencas de performances nos testes funcionais da
musculatura esquelética entre 0os animais normais e distroficos, ambos apos a

administracao de GH.

Entretanto, com o objetivo de se tentar explicar os efeitos do GH a nivel
molecular na musculatura dos animais distroficos, foram realizados em seguida

estudos com marcadores de regeneracado e degeneracao celulares.

Primeiramente, mostramos que os niveis de Pax7 e MyoD estavam
significativamente aumentados na musculatura dos animais distréficos de 35%
e 60%, respectivamente, em relacao aquela dos animais normais (Graficos 9 e
10) Estes resultados eram esperados, uma vez que a injuria causada pela
doenca distrofica ativa células satélites quiescentes, que comecam entdo a
proliferar e expressar os marcadores miogénicos, na tentativa de recuperar o
tecido lesado. E conhecido que as células satélites quiescentes expressam o
Pax7, mas quando ativadas, co-expressam Pax7 e MyoD (MUNTONI et al.,

2002; CHARGE & RUDNICKI ., 2004)

O Pax7 é capaz de induzir transcricdo em células satélites, estando

envolvido na manutencdo da proliferacdo e prevencdo da diferenciacao
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precoce, enquanto o MyoD desempenha um papel na regulacdo da
diferenciacao celular, sendo expresso, como descrevemos, em células satélites

ativadas, mas nao nas quiescentes (HAWKE & GARRY, 2001).

Entretanto, como o GH néo alterou significativamente os niveis desses
marcadores nos camundongos normais e distréficos, parece, portanto, nao
estar envolvido nos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular das

células satélites ativadas (Gréaficos 9 e 10).

Em seguida, determinamos que o0s niveis de desmina nao foram
poderiam alterados pela acdo do GH em camundongos distréficos. Sabemos
que ela é fortemente expressa em fibras musculares imaturas, seja durante a
vida fetal ou na regeneracdo, assim como em algumas miopatias congénitas. A
desmina é um componente dos filamentos intermediarios do mdusculo,
cardiomiécitos, e algumas células musculares lisas. Constitui membro do
citoesqueleto ligando as linhas Z com o plasmalema e o nucleo. O gene da
desmina foi localizado no cromossomo 2g35. Muitas miopatias congénitas e
hereditarias tém apresentado um acumulo de desmina, observado através de
estudos imunohistoquimicos com marcagdo com anticorpos especificos.
Entretanto mutagdes de sentido trocado no gene da desmina foram
encontradas em apenas parte destes casos, e com uma variabilidade clinica

significativa (KARPATI, 2002).

Verificamos também se os niveis de laminina poderiam estar alterados
pelo efeito do GH nos camundongos distroficos, uma vez que os baixos niveis
desta proteina representa a causa primaria da distrofia nestes modelos animais

(MICHELSON et al., 1955; MEIER & SOUTHARD, 1970; XU et al., 1994;
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SUNADA et al., 1995; KUANG et al.,, 1998; VILQUIN et al., 2000; GUO et al.,
2003; SHIBUYA et al., 2003). Os resultados, no entanto, mostraram que o GH
nao alterou significativamente os baixos niveis de laminina nos camundongos
normais e distréficos (Grafico 11), descartando a possibilidade dele poder atuar

diminuindo os niveis desta proteina e piorar o quadro distréfico destes animais.

Por ultimo, determinamos se houve alteracées nos niveis de TGFB-1 nos

camundongos distroficos em que foram administrados o GH.

Inicialmente, mostramos que o0s niveis de TGFB-1 estavam
significativamente mais elevados nos camundongos distroficos (35%, p<0,05)
em comparagdo com os camundongos normais (Gréafico 13), resultado
semelhante ao obtido por Oliveira-Onofre (2009). Este resultado era esperado,
pois embora o TGFB-1 possa atuar de maneira fisiol6gica, controlando a
proliferacao e diferenciacao celulares em tecidos normais (FROST et al., 2001),
varios trabalhos recentes tém mostrado que nos tecidos distréficos ele atua
como uma citocina inflamatéria induzindo fibrose (MOURKIOTI &

ROSENTHAL, 2005).

Surpreendentemente, a administracdo do GH aumentou em 30%
(p<0,05) os niveis de TGFB-1 nos camundongos distréficos (Grafico 13). Este
aumento adicional do TGFB-1 poderia, portanto, estar contribuindo para
acelerar o mecanismo de degeneracao e explicar a piora da performance dos

camundongos distroficos nos testes funcionais da musculatura esquelética.

Entretanto, o mecanismo para esta possivel acdo do GH é ainda

desconhecido, mas estudos recentes tém demonstrado que este horménio
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pode atuar por outras vias independentes do IGF-1, e que ndo foram ainda

descobertas (LUPU et al., 2001; LICHANSKA & WATERS, 2008).

Uma vez demonstrado o efeito prejudicial do GH in vivo sobre a
musculatura esquelética de animais distréficos, procuramos averiguar em
seqguida, se os efeitos do déficit do GH poderiam melhorar o quadro distréfico

desses animais.

2. AVALIACAO DA EVOLUGCAO DO QUADRO DISTROFICO DE
CAMUNDONGOS MUTANTES APRESENTANDO DISTROFIA MUSCULAR E
DEFICIENCIA DE GH, OBTIDOS PELO CRUZAMENTO DOS
CAMUNDONGOS DISTROFICOS dy/dy (B6.WK-Lama2®?/J) COM

AQUELES DEFICIENTES EM GH little/little (C57BL/6J-Ghrh /J)

Assim, o segundo objetivo deste trabalho consistiu em se desenvolver
um modelo de camundongos mutantes apresentando distrofia muscular e
deficiéncia de GH, obtidos pelo cruzamento dos camundongos distréficos dy/dy
(B6.WK-Lama2¥?/1J) com aqueles deficientes em GH little/little (C57BL/6J-
Ghrhr™ 1J), e avaliar a evolugdo do quadro distréfico durante o desenvolvimento

desses animais.

Os quatro representantes inéditos do cruzamento entre dy/dy (B6.WK-
Lama2¥?}1J) e little/little (C57BL/6J-Ghrhr™ /J) corroboraram os achados
obtidos na primeira parte deste trabalho, pois a inibicdo do GH neste modelo
duplo homozigoto mostrou melhora significante na performance destes

animais.
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Os resultados mostraram que os andes distréficos apresentaram
melhores performances relativas em relacdo aos seus controles, os andes nao
distréficos, que aquelas dos distréficos em relacdo aos seus controles, os
camundongos normais, em todos os testes funcionais da musculatura
esquelética realizados: no teste de deambulacdo, a performance relativa foi
14% maior (Grafico 14); no teste de sustentacdo, 71% maior (Grafico 15); no
teste da esteira, 18% maior (Grafico 17); no teste de forca maxima, 102% maior

(Grafico 18), e no teste de resisténcia a inclinacao, 5,5% maior (Gréfico 16).

A analise desses resultados acima sugere, juntamente com aqueles da
primeira parte da tese, em que se demonstrou que os efeitos do excesso de
GH pioravam a performance desses animais nos testes funcionais da
musculatura esquelética, que o GH pode desempenhar um importante papel

fisiopatolégico no processo distréfico dos animais dy/dy (B6.WK-Lama2”?//J).

Um resultado interessante, que chamou nossa atencao, foi o fato dos
andes apresentarem performance igual ou superior aos animais controles
normais (C57Black6) o que sugere uma melhor performance nestes animais
advindas do torque, ou seja, quanto menor o bragco de alavanca, maior a forca

(SERWAY & JEWETT, 2003).

Cortes histoldgicos foram realizados em busca de possiveis alteracoes
morfolégicas que pudessem explicar os efeitos acima. Os resultados
mostraram que os andes distréficos ndo apresentaram alteragdes na area de
seccao transversal e nem o numero de fibras com nucleo central em relagao

aos distréficos ndo andes (Gréaficos 19 e 21). Entretanto, a area do intersticio
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nos musculos dos camundongos distréficos foi 29% maior (p<0,05) que a dos
andes distréficos (Gréafico 20), sugerindo um quadro mais atenuado da distrofia
destes ultimos animais. As razdes para esta diferenca € desconhecida, embora
possam estar relacionadas com os baixos niveis de TGFB-1 encontrados neste
animal (ver adiante) que por sua vez poderiam ser causados indiretamente

pelos baixos niveis de GH.

Em busca de explicar as melhores performances nos testes funcionais
da musculatura esquelética dos andes distréficos em relagcdo aquelas dos
distroficos, foram realizados também estudos dos niveis de marcadores de
regeneracao e degeneracao celulares nas musculaturas desses animais, apos

o sacrificio.

Como ja discutimos anteriormente, os niveis de Pax7 e MyoD estavam
significativamente aumentados na musculatura dos animais distréficos de 35%
e 61%, respectivamente, em relacdo aquela dos animais normais (Graficos 22
e 23). De maneira semelhante, mostramos que 0s niveis os niveis de Pax7 e
MyoD estavam significativamente aumentados na musculatura dos andes
distréficos de 39% e 69%, respectivamente, em relacdo aquela dos andes

normais (Graficos 22 e 23).

Em resumo, estes resultados sugerem que a deficiéncia de GH nos
andes distroficos nao interfere nos processos de proliferacao e diferenciacao

celular das CS, ativados pelo Pax7 e MyoD durante o processo distréfico.

Em seguida, determinamos se os niveis de desmina poderiam estar

alterados nos camundongos andes distréficos em relacao aos distréficos de
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tamanho normal. Os resultados mostram que n&o houve diferenga significativa
entre eles. Nao houve também alteracao significativa dos niveis de desmina

entre controles e andes.

Mostramos a seguir, que o0s niveis de laminina nao diferiram
significativamente nos camundongos andes distréficos em relacdo aos
distréficos, descartando a possibilidade da deficiéncia de GH atuar aumentando

0s niveis desta proteina e melhorar o quadro distréfico destes animais.

Finalmente, determinamos se existiram alteracdes nos niveis do TGFB-1
nos camundongos andes distréficos deficientes em GH em relacdo aos andes

normais.

Como seria de se esperar, os niveis do TGFB-1 nos camundongos
andes nao distroficos foram semelhantes aqueles dos camundongos normais.
Além disto, j& mostramos e discutimos anteriormente que os niveis de TGFB-1
estavam significativamente mais elevados nos camundongos distréficos (35%,
p<0,05) quando comparados com aqueles dos camundongos normais (Grafico

25).

Entretanto, de maneira surpreendente, os niveis de TGFB-1 nos
camundongos andes distréficos estavam significativamente diminuidos de 36%
(p<0,05) em relacdo aos dos camundongos distréficos, e sem diferenca
significativa com os dos camundongos andes nao distréficos e aos dos

camundongos normais.
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Esses resultados acima, analisados conjuntamente com aqueles
oriundos da administracdo do GH, reforcam a hipétese de que este horménio
em excesso piora o quadro distréfico dos camundongos dy/dy (B6.WK-
Lama2®¥?}J)., enquanto a sua deficiéncia leva a uma melhora do fenétipo

desses animais.

O mecanismo de acdo responsavel por essas agdes do GH na
musculatura distrofica, ainda € desconhecido, mas nossos resultados sugerem
que este horménio estimularia mais ainda a formagédo de TGFB-1 no musculo
distréfico o qual, nestas condicdes, apresentaria a funcdo de uma citocina
inflamatéria com capacidade de induzir fortemente fibrose, piorando o quadro

distrofico desses animais (discussao parte 2).

3. ANALISE DOS EFEITOS DA OCTREOTIDA (DERIVADO SINTETICO DA
SOMATOSTATINA) INIBIDOR DA LIBERACAO DO GH, SOBRE A
EVOLUCAO DA DOENCA DOS CAMUNDONGOS DISTROFICOS dy/dy

(B6.WK-Lama2?%/1J)

Finalmente, com o intuito de se confirmar os resultados obtidos acima
com o modelo do ando distréfico little/little (C57BL/6J-Ghrhr™ /J) x dy/dy-
(B6.WK-Lama2™?/J).deficiente de GH, o ultimo objetivo deste trabalho foi
estudar os efeitos da octreotida (derivado sintético da somatostatina) inibidor
da liberacao do GH, sobre a evolug¢ao da doenca dos camundongos distréficos

dy/dy (B6.WK-Lama2¥#//J).
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Os resultados mostraram que a octreotida levou a uma melhora

significativa da performance dos camundongos distréficos dy/dy (B6.WK-

Lama2®?/1J), em cinco dos seis testes funcionais da musculatura esquelética

realizados durante os tempos de observacao ou tratamento utilizados (0, 10, 30

e 60 dias):

(a)

Teste de deambulacdo: os animais tratados com octreotida, no
sexagésimo dia de observacdo, apresentaram performance 12,2%
maior que aquela destes animais no primeiro dia de observacao
(p<0,05), enquanto, os distréficos ndo tratados diminuiram a sua
performance de 14,5% no mesmo periodo (Grafico 27);

Teste de Sustentacdo: os animais tratados com octreotida, no
sexagésimo dia de observacdo, apresentaram performance 29,2%
maior que aquela destes animais no primeiro dia de observacao
(p<0,05), enquanto, os distréficos nao tratados mantiveram suas
performances sem alteragdes significativas no periodo (Grafico 29);
Teste da Esteira: os animais tratados com octreotida, nos trigésimo e
sexagésimo dias de observacao, apresentaram performances 16,1% e
23,1% menores, respectivamente em relacdo aquelas destes animais
no primeiro dia de observacao (p<0,05), enquanto, os distréficos nao
tratados mantiveram suas performances sem alteragdes significativas
no periodo (Grafico 28);

Teste de Forca de Preensdo: os animais tratados com octreotida, no
sexagésimo dia de observacao, apresentaram performance 42,9%

maior que aquela destes animais no primeiro dia de observacao
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(p<0,05), enquanto, os distréficos ndo tratados mantiveram suas
performances sem alteragdes significativas no periodo (Grafico 30);

(e) Teste de Rota Rod: os animais tratados com octreotida, no sexagésimo
dia de observacao, apresentaram performance 27,3% maior que aquela
destes animais no primeiro dia de observacao (p<0,05), enquanto, os
distroficos néo tratados diminuiram a sua performance de 32,7% no

mesmo periodo (Grafico 31);

Apenas no teste de Resisténcia a Inclinacao, a octreotida ndo alterou a
performance dos camundongos distréficos, a qual nao foi também

significativamente diferente dos distréficos nao tratados no periodo.

Esses resultados acima, juntamente com os obtidos anteriormente com
administragdo do GH e com o modelo do anao distréfico, reforcam mais ainda a
hipdtese de que este horménio em excesso piora o quadro distréfico dos
camundongos dy/dy (B6.WK-Lama2¥?/J), enquanto a sua deficiéncia ou

inibicdo da liberacdo levam a uma melhora do fenétipo desses animais.
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PARTE 2: GH E PAPEL DO TGF-g1 NO PROCESSO INFLAMATORIO DOS

MUSCULOS INJURIADOS E DISTROFICOS

Uma vez demonstrado que o0s niveis de TGF-f1 aumentaram
significativamente com a administracdo do GH nos animais distroficos dy/dy
(B6.WK-Lama2¥%/1J), e se encontravam significativamente diminuidos nos
andes distroficos dy/dy (B6.WK-Lama2®?/J) deficientes de GH, e que a
octreotida causou uma estabilizagdo ou melhora no quadro distréfico dos dy/dy
(B6.WK-Lama2™*#/J), poderemos agora discutir, em maiores detalhes, se o
TGF-B1 poderia ser o responsavel pelos efeitos observados na musculatura

desses animais.

Assim como ocorre em outros tecidos, a injuria muscular esta
intimamente relacionada com o recrutamento de células inflamatérias
(TIDBALL, 2005). Uma importante fungao dessas células invasivas é realizar a
fagocitose de restos celulares no tecido lesado. Além do mais, a eficiéncia da
regeneracao parece ser dependente da eficiéncia da invasdao de células
inflamatérias. Em animais velhos, a lenta velocidade de fagocitose coincide
com a lenta velocidade da regeneracdao muscular (GROUNDS, 2002). As
células inflamatérias ativadas secretam varias citocinas e fatores de
crescimento, os quais influenciam o fluxo sanguineo local, aumentando a
permeabilidade vascular e consequentemente aceleram a resposta inflamatéria

(HUARD et al., 2002).

As células musculares podem também liberar fatores reguladores
positivos e negativos da inflamacao, os quais tém um papel ativo em modular a

interagdo com o processo inflamatério (CHAZAUD, et al., 2003; HORSLEY et
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al., 2003). A combinacdo dessas citocinas com outras produzidas pelas
plaquetas, macréfagos e outras fontes celulares, ativa e atrai fibroblastos para
o sitio da injuria durante a inflamacado muscular. Por sua vez, os fibroblastos
aumentam a producao do TGF-B1, sendo, portanto, responsavel pela produgéao
da maioria do colageno e glicoproteinas. O TGF-B1 remodela a matriz, reduz o
nivel de vascularidade e finalmente substitui o tecido conectivo por tecido de

cicatrizacdo (PRISK & HUARD, 2003).

O tecido fibroético prové um primeiro suporte para a reuniao de miofibrilas
danificadas. Entretanto, quando a fibrose aumenta no periodo pés-injuria, ela
restringe o potencial regenerativo das fibras (PRISK & HUARD, 2003) e pode
também interferir com a jungdo neuromuscular, evitando que novos axénios

atinjam as miofibrilas (KAARIAINEN et al., 2000).

A Figura 11 apresenta de maneira resumida a coordenacgdo entre a
inflamacéo e a regeneracao que é essencial para a recuperacao dos musculos
apoés a injuria (MOURKIOTI & ROSENTHAL, 2005). Concomitantemente com a
regeneracao do musculo esquelético, o processo de fibrose € iniciado através
da ativacdo do TGFB-1 para substituir o espago dentro das miofibrilas
danificadas, com tecido conectivo. A regeneracdo do tecido depender3,
portanto, de um balanco preciso entre os fatores pré e antiinflamatérios que
determinardo se o dano evoluira para formagao de fibrose ou para completa
cura da injuria muscular com substituicdo das células lesadas (YAMAZAKI et

al., 1994).

E importante salientar que varias doencas musculares, quer sejam

miopatias inflamatérias tais como polimiosite, ou aquelas associadas com
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danos degenerativos, como a Distrofia Muscular de Duchenne, tém sido
associadas com necrose e fibrose além de niveis aumentados de TGF-31
(PRISK & HUARD, 2003). Assim, nos tecidos distréficos, os repetidos ciclos de
danos e reparos levam a uma exaustdo da capacidade regenerativa do tecido e
as fibras musculares sdo gradualmente substituidas por tecido conectivo

adiposo.

Concluindo, os resultados obtidos no presente trabalho enquadram-se
dentro desta analise, envolvendo a hipétese de que 0 aumento ou a diminuicao
dos niveis de TGF-B1 poderia piorar ou melhorar, respectivamente, o fenétipo
dos camundongos distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2”?/J), Entretanto, o
mecanismo pelo qual o GH pode induzir o aumento do TGF-B1 permanece
desconhecido (OLSON et al, 1986; ALLEN & BOXHORN, 1987) e intensos
estudos serdo necessarios para se esclarecer este fenbmeno que parece sé

ocorrer nos musculos distréficos.
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PARTE 3: OCTREOTIDA, UM DERIVADO SINTETICO DA
SOMATOSTATINA, UMA ESPERANCA DE MELHORA PARA O QUADRO

DISTROFICO DE DOENCAS GENETICAS HUMANAS?

Como vimos em nossos resultados e na parte 3 da nossa discussao, a
octreotida, um derivado sintético da somatostatina, foi capaz de melhorar a
performance nos testes funcionais musculares dos camundongos distréficos.
Os nossos resultados sugerem que a octreotida agiu inibindo a liberacado de
GH e o seu déficit, por sua vez, nos leva a levantar a hipétese de que levaria a

diminuicédo dos niveis de TGF-p1.

Como vimos anteriormente, o TGF-B1 parece estar envolvido na
diferenciacdo celular durante a miogénese (LI et al., 2004), mas existem
também fortes evidéncias de que o TGFB-1 esteja envolvido na formagéao de
fibrose em resposta a injuria ou inflamagdo (ALLEN & BOXHORN, 1987;
OLSON et al., 1986) ou em outras doencas, como a Sindrome de Marfan

(NEPTUNE et al. 2003).

Atualmente, varias pesquisas tém sido feitas no intuito de se encontrar
drogas capazes de inibir a acdo do TGFB-1 ou de a de outros membros da
grande familia do TGF beta que também atuariam como citocinas inflamatérias,

e consequentemente, melhorar o quadro das doencas distréficas.

Assim, varios estudos tém sido realizados com inibicdo da miostatina,
que € um dos membros da grande familia do TGF@, na tentativa de se obter

uma redugéo do processo inflamatério no muasculo distrofico. Varios trabalhos
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tém mostrado, de fato, que a inibicdo da miostatina pode levar a uma melhora

da musculatura distréfica (WAGNER et al., 2002; BOGDANOVICH et al., 2002).

Mais recentemente, diversos trabalhos tém ressaltado a importancia de
drogas, tais como a Losartana, que parecem atenuar as falhas da regeneracéo
muscular em estados miopaticos multiplos induzidos por TGFB. (LIM et al.,

2001; COHN, et al., 2007).

Assim, a octreotida surge também como uma nova ferramenta
experimental para ser testada exaustivamente em modelos animais distréficos,
representando uma esperanca futura para se testar também nas doencas

distréficas humanas.
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VIl CONCLUSOES

1.0s efeitos do excesso de GH em camundongos distréficos dy/dy
(B6.WK-Lama2™#/|J) causaram:

a) piora na evolucdo do quadro distrofico, traduzida pela diminuicdo das
performances desses animais nos testes de funcionalidade da musculatura
esquelética utilizados em relagdo aos camundongos normais: teste de deambulagao,
teste de sustentagéo, teste da esteira e teste de forca maxima; apenas no teste de
resisténcia a inclinacdo nao houve diferencga significativa;

b) aumento significativo dos niveis da citocina inflamatéria TGFB-1 na
musculatura dos animais distréficos, que poderia explicar os efeitos do GH descritos
acima; nao houve alteracdo significativa dos niveis de outros marcadores de
degeneracao e regeneracdo, como Pax7, MyoD e das proteinas laminina e desmina;

c) auséncia de alteragdes histologicas significativas na musculatura desses
animais em relag@o aos controles distréficos ndo tratados;

2.0s efeitos do excesso de GH em camundongos normais causaram:

a) aumento significativo das performances desses animais, em relacdo aos
animais ndo tratados, nos testes de deambulagédo e sustentagao, e leve aumento, de
forma nao significativa, em outros dois testes, o da esteira e de forga maxima; nao
havendo alteracao apenas no teste de resisténcia a inclinagao;

b) aumento significativo da area de seccao transversal das fibras musculares
em relacdo aos controles, o que poderia explicar, pelo menos parcialmente, os
resultados descritos acima;

c) auséncia de alteragbes nos niveis de TGFB-1, Pax7, MyoD, Laminina e
Desmina;

3. O desenvolvimento do novo modelo experimental resultante de
cruzamentos de camundongos geneticamente deficientes em GH (Ghrh™) com
modelos distréficos dy/dy (B6.WK-Lama2”?/J), mostrou:

a) um significativo retardo na evolugao da doenca distrofica, traduzido pelas
melhores performances dos andes distréficos (em relagdo aos andes normais) que
aquelas dos distréficos (em relacdo aos animais normais), nos testes de deambulagéo,
sustentacao, da esteira, de resisténcia a inclinagao e de forca maxima;

b) nos cortes histologicos, a area do intersticio foi menor que a dos distréficos
nao andes, sugerindo um quadro distréfico mais brando nesses animais;

¢) niveis diminuidos de TGFB-1 em relacdo aqueles dos distroficos nao andes,
sugerindo menores niveis da inflamac¢do nos musculos desses animais;

4. A inibicao da liberaciao do GH pela octreotida, analogo da
somatostatina, mostrou:
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a) uma relativa melhora ou uma estabilizagao na evolugado do quadro distréfico,
traduzido pelo aumento, apds 60 dias de tratamento, das performances nos testes
funcionais da musculatura, em relagdo aquelas dos animais distréficos sem tratamento

neste mesmo periodo: foram maiores nos testes de deambulacédo e Rota Rod,
enquanto aquelas dos distréficos controles diminuiram; mantiveram as mesmas
performances no teste da esteira, enquanto as dos distroficos controles pioraram;
foram maiores no teste de sustentacdo, enquanto as dos distréficos controles nao
melhoraram, e finalmente, as performances no teste da for¢ca de preensdo palmar
foram maiores que aquelas dos camundongos distréficos, que mantiveram suas
performances sem alteragdes significativas.

5. Esses resultados, em conjunto, sugerem um efeito patologico do GH na
musculatura distréfica, com seu excesso levando a uma piora da doenca,
possivelmente através do aumento dos niveis de TGFB-1. A diminuicao do GH,
consequentemente, poderia levar a um retardo da evolucao da doenca.

6. Estes estudos experimentais, abordando pela primeira vez na literatura,
em um unico momento, os efeitos do GH envolvendo um modelo distréfico por
trés diferentes angulos, excesso exdégeno do hormoénio, inibicao endégena por
producdo de modelo inédito duplo homozigoto e inibicao exégena
farmacologica, abrem perspectivas bastante promissoras para se testar inibicao
dos efeitos do GH na evolucao das doencas distréficas humanas.
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