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Nota do autor

Essa dissertacdo seguiu o formato de apresentacdo em capitulos, conforme as
diretrizes estabelecidas pelo Instituto de Biociéncias (IB-USP). No primeiro capitulo é
apresentada uma introducdo geral, descrevendo aspectos gerais do musculo e da
regeneracdo muscular, bem como reunindo as principais informagdes disponiveis sobre
o0 papel da disferlina em eventos de degeneracao e regeneracdo muscular. Ao final do
capitulo sdo expostos 0s principais objetivos do estudo. O Capitulo 2 traz a metodologia
geral compilada. Os Capitulos 3 e 4 contém dois manuscritos de artigos cientificos,
redigidos em inglés, que serdo submetidos a publicacdo em breve. Os demais capitulos
foram escritos em portugués. No Capitulo 5 sdo apresentadas a discussdo geral e as

conclusoes dos dois trabalhos.

As referéncias bibliograficas dos artigos estdo listadas nos respectivos capitulos
de cada manuscrito. J& as referéncias citadas na introdugdo geral, metodologia geral,
discussdo geral e conclusbes estdo relacionadas ao final da dissertacdo. Todas as

referéncias foram redigidas seguindo as normas da ABNT.
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Resumo

ISHIBA, Renata. Degeneracdo e regeneracdo muscular em modelos murinos com
deficiéncia de disferlina. 2017. 96 f. Dissertacdo de Mestrado (Genética) - Instituto de
Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

A distrofia muscular de cintura 2B (LGMD2B) é uma doenca neuromuscular causada
pela reducdo ou auséncia da proteina sarcolemal disferlina. A disferlina esta envolvida
no reparo de membrana por atuar no trafego e fusdo de vesiculas apds estresse mecanico
e, quando deficiente, as alteracdes nesta via levam a degeneracdo progressiva e
irreversivel das fibras musculares. A disferlina também tem sido implicada na inflamacéo
e na miogénese durante a degeneracdo e regeneracdo muscular. Recentemente,
identificou-se um tricomplexo formado pela disferlina com duas proteinas
citoplasmaticas, FAM65B e HDACSG, no inicio da diferenciacao de mioblastos. Investigar
a regulacdo destas interacOes € importante para avancar na compreensdo das funcGes da
disferlina e seu papel na funcdo muscular. Neste estudo, a miogénese e o reparo muscular
foram investigados in vivo e in vitro em modelos com deficiéncia de disferlina. Para
estudar o processo regenerativo in vivo, utilizamos um modelo de eletroporagdo para
induzir degeneracdo/regeneragdo no masculo distrofico levemente afetado do
camundongo disferlina-deficiente SJL/J. A avaliacdo histopatologica e a expressdo
relativa dos genes Pax7, Myf5, MyoD e miogenina foram acompanhadas durante a
recuperacdo muscular em diferentes tempos apds a lesdo. Além disso, investigamos 0s
efeitos da deficiéncia de disferlina na expressdo dos genes Fam65b e Hdac6. Observamos
um curso de tempo alterado do processo de degeneracdo e regeneracao, com notavel
capacidade regenerativa nos camundongos disferlina-deficientes, caracterizada por uma
resposta mais rapida e eficaz nos primeiros dias apos a lesdo, em compara¢do com 0s
camundongos normais. Alem disso, Fam65b e Hdac6 foram ativados nos estagios iniciais
da regeneracdo muscular, também com expressdo mais elevada de ambos o0s genes no
camundongo SJL/J. Esses resultados podem estar relacionados a uma possivel condicao
pré-ativada do processo regenerativo no musculo de camundongos distroficos jovens.
Para os experimentos in vitro, utilizamos células musculares humanas de pacientes com
LGMD2B, com deficiéncia total de disferlina. A diferenciacdo muscular induziu a
formacdo de miotubos mais finos e com menor frequéncia de nucleos por miotubo,
sugerindo uma progressdo retardada da formag&o de miotubos em células com LGMD2B.
A expressdo de mRNA de MYOD e FAM65B nédo foi aparentemente afetada pela
deficiéncia de disferlina durante a diferenciacdo, enquanto HDACG6 apresentou um pico
transitdrio apds 24 horas, apenas nas células normais. Além disso, o pico da miogenina
ocorreu mais cedo nas células normais. Portanto, sugerimos que a disferlina estaria menos
envolvida nos eventos iniciais de formacdo de pequenos miotubos, mas poderia
desempenhar um papel importante nos estagios posteriores de diferenciacdo, que
envolvem crescimento e alongamento de miotubos. Estes resultados fornecem dados
interessantes para investigacdes adicionais de como a deficiéncia de disferlina afeta os
reguladores miogénicos durante a diferenciacdo. Em conjunto, nossos dados sugerem que
a deficiéncia de disferlina provoca alteragfes temporais na progressdo dos eventos de
regeneracdo muscular e de miogénese. A identificacdo de uma possivel regulacdo dos
componentes do tricomplexo pela disferlina pode indicar novas dire¢des para investigar
esta via como um potencial alvo para terapias.

Palavras-chave: Distrofias musculares; Disferlina; Regeneracdo muscular; Diferenciacao
muscular.
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Abstract

ISHIBA, Renata. Muscle degeneration and regeneration in dysferlin-deficient
murine models. 2017. 96 f. M.S. Dissertation (Genetics) - Instituto de Biociéncias,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Limb girdle muscular dystrophy 2B (LGMDZ2B) is a neuromuscular disease caused by
reduction or absence of the sarcolemmal protein dysferlin. Dysferlin is involved in
membrane repair by acting on vesicular traffic and fusion after mechanical stress and,
when deficient, changes in this pathway lead to progressive and irreversible degeneration
of muscle fibers. Dysferlin has also been implicated in inflammation and myogenesis
during muscle degeneration and regeneration. Recently, a tricomplex formed by dysferlin
with two cytoplasmic proteins, FAM65B and HDACG, was identified at the earlier stages
of myoblast differentiation. Investigating the regulation of these interactions is important
to advance in the understanding of the functions of dysferlin and its role in muscle
function. In this study, myogenesis and muscle repair were investigated in vivo and in
vitro in models with dysferlin deficiency. To study this effect in the regenerative process
of muscle in vivo, we used a model of electroporation inducing muscle
degeneration/regeneration in the mildly affected dystrophic muscle of dysferlin-deficient
SJL/J mouse. The histopathological evaluation and the relative expression of the genes
Pax7, Myf5, MyoD and myogenin were accompanied during muscle recovery at different
time points after injury. In addition, we investigated the effects of dysferlin deficiency in
the expression of genes Fam65b and Hdac6. We observed an altered time course of the
degeneration and regeneration process, with remarkable regenerative capacity in
dysferlin-deficient mice, characterized by a faster and effective response in the first days
after injury, as compared to normal mice. Moreover, Fam65b and Hdac6 were activated
at the early stages of muscle regeneration, also with higher expression of both genes in
the SJL/J mouse. These results may have been due to a possible pre-activated condition
of the regenerative process in the muscle of young dystrophic mice. For the in vitro
experiments, we used human muscle cells from patients with LGMD2B, with total
deficiency of dysferlin. The muscular differentiation induced the formation of thinner
myotubes and reduced frequency of myonuclei per myotube, suggesting a delayed
progression of myotube formation in LGMD2B cells. mRNA expression of MYOD and
FAMG65B was not apparently affected by dysferlin deficiency during differentiation,
while HDACG exhibited a transient peak, only in healthy cells, after 24 hours. In addition,
the myogenin peak occurred earlier in healthy cells. Thus, we suggested that dysferlin
would be less involved in the first events of formation of early small myotubes, but could
play an important role in the later stages of differentiation, which involves myotube
growth and elongation. These results provide interesting data for further investigation of
how dysferlin deficiency affects myogenic regulators during differentiation. Taken
together, our data suggest that dysferlin deficiency causes temporal changes in the
progression of the muscle regeneration and myogenesis events. The identification of
possible regulation of tricomplex components by dysferlin may indicate new directions
for investigating this pathway as a potential target for therapies.

Keywords: Muscular dystrophies; Dysferlin; Muscle regeneration; Muscle
differentiation.
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CAPITULO 1

I — Introducéo geral

1.1. Musculo esquelético e regeneracdo

O musculo estriado esquelético representa cerca de 40% da massa corporal e
desempenha importante papel na movimentacao voluntaria, na respiracdo e sustentacao
corporal. Condi¢des genéticas patologicas que levam a progressiva degeneracdo e
fraqueza muscular abrangem um campo de estudos complexo e importante, dado o
comprometimento sobre a qualidade de vida dos pacientes. No entanto, até 0 momento
ndo existem terapias eficazes para o tratamento das doengas neuromusculares, apenas
técnicas paliativas para atrasar o curso das manifestacdes e melhorar as condicdes de vida
do paciente. Por isso, 0 entendimento dos mecanismos das doengas abre caminhos para

potenciais terapias.

Estruturalmente, o musculo € constituido por feixes de fibras musculares
alongadas, com formato e tamanho uniformes e multiplos ndcleos de localizagdo
periférica. No citoplasma, miofibrilas compostas principalmente por filamentos de actina
e miosina conferem as estriagdes transversais caracteristicas das unidades contrateis do
musculo, denominadas sarcémeros (Clark et al., 2002). Como um tecido mecanicamente
ativo, 0 masculo retém a capacidade de se adaptar a diversos estimulos e se recuperar
diante da demanda gerada por atividades como exercicios fisicos intensos, crescimento e

lesdes.

Ap0s dano muscular, eventos dependentes do grau da lesdo sdo desencadeados
para restabelecer a homeostase celular. Dois mecanismos de reparo podem ser destacados
(Wallace & McNally, 2009). Em lesGes que ndo comprometem a viabilidade celular, ha
reparo de membrana, mecanismo que envolve formacao, trafego e fusdo de vesiculas a
regido lesionada, requerendo de segundos a poucos minutos para ocorrer (Corrotte et al.,
2015). Diante da impossibilidade de recuperar a integridade do sarcolema, o que ocorre
em danos severos ou diante estagios cronicos de doengas neuromusculares, ha
degeneracdo e necrose das fibras musculares. O reparo muscular € entdo mediado
pela ativacdo de uma populacdo de células mononucleares denominadas células
satélite, em um processo que demanda dias para o restabelecimento muscular

(Sambasivan & Tajbakhsh, 2007; Bentzinger et al., 2012). As células-satélite sdo assim
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CAPITULO 1 Introducdo geral

denominadas por se posicionarem entre a lamina basal e o sarcolema das fibras
musculares (Mauro, 1961). Elas constituem de 2-7% dos nucleos associados a cada fibra
muscular (Rudnicki et al., 2008) e atuam como células-tronco musculares, importantes
no processo regenerativo na vida adulta. Outros tipos celulares tém também sido
implicados em fungBes miogénicas. Apesar disso, a capacidade regenerativa €
essencialmente dependente das células satélite (Sambasivan et al., 2011; Relaix &
Zammit, 2012).

O reparo do tecido muscular na vida adulta € um processo coordenado que
recapitula eventos da formacdo muscular durante o desenvolvimento embrionario, com a
expressdo de varios determinantes da miogénese em comum (Yan et al., 2003; Bentzinger
et al., 2012). Em geral, as células satélite encontram-se quiescentes, sendo ativadas em
resposta a lesdo. Elas podem ser identificadas pela expressao de Pax7, tanto em seu estado
quiescente como ativado. Uma vez ativadas, ocorrem divisdes assimétricas, em que a
sinalizacdo celular permite que uma parte da populagéo de células satélite seja mantida
em estado quiescente para garantir a manutencao do pool de células tronco musculares,
enguanto outra parte torna-se comprometida com a diferenciacdo muscular (Hawke &
Garry, 2001; Charge & Rudnicki, 2004, Relaix et al., 2006). Elas proliferam e dao origem
a células precursoras miogénicas, 0os mioblastos, que expressam um grupo de fatores de
transcricdo conhecidos como Fatores Musculares Regulatérios (MRFs). Os MRFs
pertencem a superfamilia de fatores de transcricdo bHLH (basic helix-loop-helix), que
inclui MyoD, Myf5, MRF4 e miogenina. Pouco tempo ap0s a ativacdo e inicio da
proliferacdo, ainda ha expressdo de Pax7 e dois fatores regulatorios primarios entram em
cena, MyoD e Myf5, que agem na ativacgéo e proliferacdo dos precursores miogénicos.
Myf5 promove a autorrenovacao de células satélite (Charge & Rudnicki, 2004), enquanto
MyoD promove a progressao das células satélite para a diferenciacdo terminal, sendo um
bom marcador para células satélite ativadas (Megeney et al., 1996). Apos a fase de
proliferacdo, Pax7 e Myf5 sdo reduzidos, os mioblastos se diferenciam em midcitos e se
fundem, formando miotubos multinucleados. Em estdgios mais avangados da
diferenciacdo, inicia-se a expressdo de miogenina e MRF4. Ocorre entdo a fusdo de
miotubos a fibras pré-existentes ou a formacéo de novas fibras por fusdo homotipica de
mioblastos (Sabourin & Rudnicki, 2000; Rudnicki et al., 2008) (Fig. 1).

Né&o ha patologias associadas a mutagdes dos fatores de transcricdo miogénicos,

no entanto, experimentos de inativagao contribuem para a compreenséo de suas funcoes
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CAPITULO 1 Introducdo geral

no desenvolvimento muscular. Muta¢des no gene Pax7 conduzem a auséncia de células
satélite, por sua atuacdo como fator de especificacdo da linhagem miogénica (Seale et al.,
2004). Com a inativagdo do gene MyoD, o desenvolvimento muscular é aparentemente
normal, mas os niveis de expressdo de Myf5 aumentam (Rudnicki et al., 1992).
Similarmente, mutacGes em Myf5 néo resultam em alteragdes na morfologia normal do
musculo esquelético, no entanto os camundongos morrem por incapacidade respiratoria
logo apo6s o nascimento (Braun et al., 1992). Surpreendentemente, em animais duplo-
nocaute MyoD/Myf5 ndo ha formagéo de musculo esquelético devido a falta de fatores
para a determinagdo miogénica, resultando em morte prematura dos camundongos
(Rudnicki et al., 1993). Da mesma forma, mutac6es no gene da miogenina, causam morte
devido a grande reducdo de massa muscular pela incapacidade de formar fibras

secundarias (Venuti et al., 1995).

s “« /
- ‘;) -
Embryonic a‘ ‘

‘\ progenitors

S —————— o

Stermness ——»
/
/
/
/
/

~. . Myotubes/myofibers

tiation ==~ _ _

Pax3 T

Pax7 T

Myf5 T g -

MyoD T P - S

! —
——S 000

mrts T

Lineage progression >

Figura 1: Representacdo esquematica dos fatores miogénicos envolvidos na ativacdo,
proliferacdo e diferenciacdo de células-satélite durante a regeneracdo muscular. Modificado de
Bentzinger et al. (2012).

Apos lesdo, o reparo muscular mediado por células satélite pode ser dividido em 3
fases (Huard et al., 2002; Charge & Rudnicki, 2004; Turner & Badylak, 2012): fase de

degeneracéo, fase de regeneracdo e fase de remodelamento (Fig. 2).



CAPITULO 1 Introducdo geral

a. Fase de degeneragdo: ap0s lesdo, ocorre ruptura e necrose das fibras pela
ativacdo de proteases calcio-dependentes. A resposta inflamatdria inicia-se nas
primeiras horas apés lesdo, com infiltragdo de neutrofilos e macréfagos.

b. Fase de regeneragédo: ocorre fagocitose do tecido lesionado para remogéo dos
debris celulares. As células-satélite, antes em estado quiescente, sdo ativadas,
proliferam e se diferenciam em mioblastos que sofrem fusdo para formar
miotubos. Estes se unem a miofibras pré-existentes, causando aumento da
massa muscular (hipertrofia) ou formando novas fibras (hiperplasia). Nessa
fase observam-se fibras de calibre menor e com ndcleo central. Ha formacéo de
tecido cicatricial e revascularizagéo.

c. Fase de remodelamento: em continuidade com a fase anterior, ocorre maturagdo
e reorganizacéo das fibras musculares. As miofibras atingem o tamanho normal
e 0 nucleo se move para a periferia da fibra. Ha remodelamento do tecido

cicatricial e recuperacdo da capacidade funcional do musculo.
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Figura 2: A —Estagios da regeneracdo muscular ao longo do tempo apés lesdo. Retirado de Shi
& Garry (2006). B — Durante a recuperacdo muscular, ha ativacdo e proliferagdo de células-
satélite que migram para a regido de lesdo. Elas se diferenciam e formam novos miotubos, com
nacleos centrais, ou se fundem a miofibras pré-existentes, contribuindo para o restabelecimento
da citoarquitetura muscular. Retirado de Abmayr & Pavlath (2012).
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CAPITULO 1 Introducdo geral

1.2. Distrofias musculares

As distrofias musculares (DMs) compreendem um grupo de doengas genéticas
que causam degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura esquelética. A
fraqgueza muscular ocorre pelo desequilibrio entre os ciclos de degeneracdo e
regeneracdo, em eventos que envolvem perda de fibras musculares sem que haja
subsequente reposicdo (Onofre-Oliveira et al., 2012). O aspecto muscular é alterado para
fibras com calibre variavel e nucleo centralizado, areas de necrose e infiltracao de células
inflamatorias. Fatores como a citocina inflamatoria TGF-p1 (Transforming growth fator
B1), apresentam expressao aumentada (Gosselin et al., 2004). TGF-B1 afeta a regeneragdo
muscular por inibir a proliferacdo de células satélite e a fusdo de miofibras (Allen &
Boxhorn, 1987). Na matriz extracelular, atua na sintese de colageno e proliferagdo de
fibroblastos (Overall et al., 1991). O processo cronico de degeneracdo no masculo
distrofico limita a regeneracéo eficiente, resultando em deposicao de tecido conjuntivo e
adiposo (Wallace & McNally, 2009).

A grande heterogeneidade das DMs se revela nas mais de 40 formas com genes
ja descritos, variando quanto ao padrdo de heranga, grupos musculares afetados,
severidade, velocidade de progressdo e inicio das manifestacdes clinicas (Mercuri &
Muntoni, 2013). De acordo com o padrdo de distribuicdo de fraqueza muscular
predominante, as DMs podem ser divididas em subgrupos que incluem Duchenne e
Becker, Emery-Dreifuss, cinturas, facio-escapulo-umeral, distal e oculofaringea (Emery,
2002) (Fig. 3).

Figura 3: Padrdes de distribuicdo de fraqueza muscular predominante nas distrofias musculares
(A) Duchenne e Becker; (B) Emery-Dreifuss; (C) Cinturas; (D) Facio-escapulo-umeral; (E)
Distal; (F) Oculofaringea. Modificado de Emery (1998).
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As DMs ocorrem devido a mutacGes que geram deficiéncia parcial ou total de
proteinas musculares presentes em diversos compartimentos, incluindo sarcolema,
citoesqueleto, membrana nuclear e matriz extracelular. Como consequéncia, ha
comprometimento da estabilidade estrutural do musculo esquelético devido a alteracdes
de influxo de calcio e ao estresse oxidativo (Shin et al., 2013). Algumas distrofias
envolvem disfuncGes de proteinas integrais e associadas & membrana que fazem parte do
complexo distrofina-glicoproteinas (CDG) (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992; Cohn
& Campbell, 2000). Uma dessas proteinas, a distrofina se liga a proteinas sarcolemais e
aos filamentos de actina no citoplasma, conectando o citoesqueleto miofibrilar a matriz
extracelular. A deficiéncia de distrofina causa a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD),
0 tipo mais comum e grave de distrofia muscular, com incidéncia de 1:3500 meninos.
Mutacbes em proteinas pertencentes ao subcomplexo sarcoglicano do CDG (a-, B-, y-,
d- e &-SG), e em uma proteina sarcolemal denominada disferlina, estdo envolvidas em
um grupo grande e heterogéneo de miopatias denominadas Distrofias Musculares de
Cinturas (LGMD, do inglés Limb-Girdle Muscular Dystrophy) (Nigro & Piluso, 2015)

(Fig. 4).
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Figura 4: Organizag&o de proteinas associadas as Distrofias Musculares de Cinturas (LGMDs).
Retirado de Wicklund & Kissel (2014).
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Distrofias Musculares de Cinturas (LGMDs)

As LGMDs apresentam grande heterogeneidade de l6cus, com muitos genes
diferentes causando quadro clinico semelhante. Ha graus variaveis de comprometimento

da musculatura, principalmente afetando os musculos proximais (Vainzof & Zatz, 2003).

Elas sdo classificadas de acordo com a heranca em tipo 1 (LGMD1) para as
autossdmicas dominantes e tipo 2 (LGMD2) para as autossdmicas recessivas. As
diferentes miopatias dentro de cada tipo séo indicadas por letras, seguindo a ordem em
que foram descritas. Oito formas autossémicas dominantes (LGMD1 A-H) (Tabela 1) e
vinte e quatro autossémicas recessivas (LGMD2 A-X) (Tabela 2) ja foram descritas até
0 momento, envolvidas em funcdes estruturais e regulatorias, na estabilizacdo do CDG,
na glicosilacdo, no reparo de membrana, entre outras (Bushby, 1999; Laval & Bushby,
2004). As formas recessivas sdo as mais comuns, representando ~90% de todas as
LGMDs, com uma incidéncia de 1:15000 (Nigro, 2003). Dentre elas, a LGMD2B,
causada pela deficiéncia de disferlina, é a segunda forma recessiva mais frequente em
muitos paises, atrds apenas da LGMD2A, causada pela deficiéncia de calpaina (Nigro &
Savarese, 2014).

Tabela 1: Distrofias Musculares de Cinturas (LGMDs) — Formas autossdmicas dominantes.
Adaptado de  (Nigro &  Savarese, 2014; Wicklund &  Kissel, 2014;
http://neuromuscular.wustl.edu/syncm.html).

TLGMD GENE LOCUS PR OTEINA FUNCAO LOCALIZACAOQ INICIO PROGRESSAQ
1a TTID o312 miotilina eatiutral linha & 20-40 lenta
1B LMMNA 1gdd lamina AC estratural membrana 4-3% lenta

nuclear
1cC CAY3 3pdi3 caveoling 3 endocitosel sarcoleth a 5-25 lentas
pitiocitose oderada
1D DHAIBA To3a DnalB6 chaperona citoplasm af 25-30 lenta
lirtha &
1E DES 2g3s deaming estratural filam enta 15-30 lenta
interm edidtio
1F THPO3 T3z transporting 3 ith frottitia citopla s a- 1-52 lental
mmiclen moderada
1G HMEFPDL 421 heterogeneous processa ento miclen 13-53 lenta
raclear de RMA

tihonucleoprotein
Dnlike
1H ? 3pd3-pds ? ? ? 10-50 lenta
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Tabela 2: Distrofias Musculares de Cinturas (LGMDs) — Formas autossémicas recessivas.

Adaptado de (Nigro &  Savarese, 2014;
http://neuromuscular.wustl.edu/syncm.html).
LGMD GENE LOCUS FROTEINA FUNCAOD
24 CAPHI 15ql5 calpaina 3 rem odelam ento do
citoesqueletof
reparo de membrana/
controle do flux o de
Cal+
2B DYSF pl32 disferlina fusio e trafego de
wesiculas!
reparo de e branal
miogEnesefinflanacio
2C SGCG 13gql2 y-sarcoghcan estnutural
2D BOCA 172133 c-sarcoghicana esnshural
2E 3GCE 4ql2 f-sarcoglicana esinrtiral
2F SGCD 33 Sparcoghcana estrutural
26 TCAP 1712 teletoning esinitural
2H TRIM3Z 9g33.1 tripattite m otif ubiquitinagio
containing 32
21 FERP 19133 fukutin related dicoslagio
protein
27 TTH 2q243 titina esinstural
2K FOMTI Pg34.1 protein-CO-m annosyl diconlagio
tranaferase 1
2L ANOS 11pl3- anochaming 5 MIOZEnG 58
pll
20 FETH Fy3l fukiuting dgicoslagio
2N FOMT2 14q24 protein-C-m annosyl gicoslagio
transferass 2
20 POMGATI 1p34.1 protein O.linked glicosilagio
moarsrose betal 2.
Hacetylgucossning
transferase
i DAGH 3pll dastrogicans eatoutucal
20 PLEC1 2q24 plocting dindmica do
citoesgueleto
2R DES 235 desmina estrutural
25 TEAPPCI dg35 transport protem trafego de vesiculas
1 I,mrl:icle cumplex 1
2T GMFFE 3p2l GDP-mannose dicoslagio
pyrophospieeylase B
20 ISPD Tp2l Isoprenodd symthase gicoslagio
dom ain containing
4 GAL 17253 Alpha-1.4- conversio de enzima
gucosidase lisoszom al
2w LInM32 Zqld Lin and senescent hodula o crescim ento
cell e migracio celular
antigen.like domains
2
2% FOFDC1Y Gl Fopdel Trifego demembrana
BYES

Wicklund

& Kissel,

LOCALIZACAD INICIO

citosal 5-25
sarcolem af 10-30
vesieulas
citoplasm dticas’
tibulos T
sarcolema 3-20
sarcolema 3-20
sarcolema 3.20
sarcolema 3-20
sarcdmero 2-15
citosal 5.30
Golg 1-40
satodin eto 5-20
reticulo <5
endoplagn dtice
sarcolema 20-50
Golg <3
reticulo <l
endoplasm atico
Golg 12
sarcalenn a 3
citozol <5
filam ento 1.25
interm edidrio
citozol 5-10
ritogol <3
= <l
lisossom o Vandvel
Citosol Infancia
sarcolem s, 30.50
titulosT,
e brana nuclear

2014;

PROGRESSAD
moderadal
ripida

lenita

ripida
ripida
ripida
rpida
lenta

lenita
moderada

SEVELE

lenta

lenta

moderads

lenta

i oderada

moderads

lenta

lenta
lenta

rapidas
moderada

varidvel(rdpida s
lenta)

Lenta
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1.3. Distrofia Muscular de Cintura tipo 2B (LGMD2B)

A Distrofia Muscular de Cintura tipo 2B (LGMD2B) (Bashir et al., 1998) faz
parte de um grupo de miopatias, coletivamente chamadas de disferlinopatias. Além da
LGMD2B, outros fendtipos sédo relatados como a Miopatia de Miyoshi (Liu et al., 1998)
e a Miopatia Distal com inicio no tibial anterior (Illa et al., 2001). Elas se distinguem por
apresentarem diferencas no comprometimento muscular primario, iniciando nos
musculos proximais na LGMD2B e nos musculos distais gastrocnémio e tibial anterior
nas miopatias de Miyoshi e Distal, respectivamente (Urtizberea et al., 2008). As
disferlinopatias sdo causadas por mutagdes no gene que codifica a disferlina, uma
proteina sarcolemal de distribuicdo ubiqua, com expressdo predominante no musculo
esquelético e no coracdo (Anderson et al., 1999). A deficiéncia dessa proteina provoca
fragueza muscular, inflamacéo e elevada concentracdo plasmatica da proteina muscular

creatina quinase (Bashir et al., 1994).

A LGMD2B manifesta os primeiros sintomas comumente entre 15 e 25 anos de
idade. Antes disso, os individuos ndo apresentam comprometimento muscular, sendo
frequentemente ativos em esportes (Angelini et al., 2011). A progressdo é lenta, em geral,
levando a dependéncia de cadeiras de rodas entre 10 a 20 anos apds o inicio dos sintomas
(Wicklund & Kissel, 2014). O diagndstico pode ser baseado na deteccao de reducao ou
auséncia de disferlina por western blotting ou por imunohistoquimica de biopsias
musculares. Uma investigacdo mais precisa € obtida por sequenciamento de DNA
(Kesper et al., 2009; Lo et al., 2008; Wicklund & Kissel, 2014).

1.3.1. Gene DYSF e mutaces

O gene responsavel pela LGMD2B foi mapeado no cromossomo 2p13, composto
por 55 exons em sua forma canonica. Cerca de 266 mutacdes afetando diferentes regides
da proteina ja foram descritas, sem indicios de hotspots, tornando a analise mais
trabalhosa. A maioria das mutacgdes é de ponto (51,1%), das quais 64,8% sao missense e
35,2% nonsense. O restante corresponde a delecBes e insercdes (31,6%), além de
mutagdes intronicas (17,3%) (Blandin et al., 2012).

Ha relevante variedade entre os pacientes quanto a severidade das manifestaces

clinicas. A heterogeneidade clinica ocorre mesmo entre pacientes da mesma familia, com
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a mesma mutacdo causando LGMD2B ou Miopatia de Miyoshi. Por isso, uma relagdo
gendtipo-fendtipo é dificil de ser definida (Weiler et al., 1999). Possiveis causas podem
estar relacionadas ao efeito de genes modificadores, interferéncia de fatores ambientais,
modulacdo por interagdes entre proteinas e acdo de microRNAs. Embora, ainda ndo bem
compreendido, 0s avangos nesses segmentos podem trazer respostas para a complexa

interpretacdo da relacdo genotipo-fenotipo (Carter et al., 2013).

Alguns exemplos podem ser citados para esses casos. Em estudos com
camundongos mdx, deficientes para a proteina distrofina, a regulacdo positiva de
mioferlina sugere sua possivel fun¢do como gene modificador em distrofias musculares.
Uma vez que a mioferlina partilha alto grau de homologia com a disferlina, ela poderia
atuar compensando sua deficiéncia (Weiler et al., 1999; Davis et al., 2000). Publicactes
nos ultimos anos também tém evidenciado a importancia de intrincadas interacdes
proteicas no entendimento de mecanismos patologicos (Hao et al., 2014).
Adicionalmente, fatores externos podem contribuir para as divergéncias encontradas. Um
estudo que investigou a influéncia de atividades precedentes ao inicio dos sintomas no
curso e progressao das disferlinopatias em pacientes mostrou que individuos muito ativos
em esportes tém uma evolugdo mais rapida da doenca ap6s os primeiros anos do inicio
dos sintomas (Angelini et al., 2011). Outros fatores como a acdo de microRNAs na
regulagéo da expresséo génica revelam um campo promissor a ser aprofundado (Ge &
Chen, 2011). Eisenberg et al., 2007 relatou consideravel nimero de microRNAS
regulados positivamente em diferentes distrofias, comparados ao musculo normal e
sugeriu que nas disferlinopatias, o padrao distinto de microRNAs encontrado entre a
LGMD2B e a Miopatia de Miyoshi pode ser um indicio de um mecanismo regulatério

secundario modulando os diferentes fenétipos.

1.3.2. Proteina disferlina

O transcrito do gene da disferlina codifica uma proteina transmembrana de 237
kDa. O nome disferlina foi dado devido a sua homologia com o fator fer-1 do nematddeo
Caenorhabditis elegans. Esse fator estd associado a fusdo de vesiculas durante a
espermatogénese e faz parte da familia ferlina de proteinas que também inclui a otoferlina
(Yasunaga et al., 1999) e a mioferlina (Davis et al., 2000), homologas a disferlina.

Membros dessa familia apresentam dominios C2, encontrados nas sinaptotagminas. Eles
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funcionam como sensores de calcio e interagem com proteinas SNARE, proporcionando

o trafego e a fusdo de membranas (Bansal & Campbell, 2004; Glover & Brown, 2007).

A disferlina esta localizada preferencialmente nos tubulos-T do musculo maduro.
Os tubulos T sdo invaginacdes do sarcolema em estreita proximidade com reticulo
sarcoplasmatico. Essas regifes encontram-se associadas a canais de calcio do tipo L,
desempenhando fungdes na manutencdo da homeostase de célcio durante estresse
mecanico (Kerr et al., 2014). Estruturalmente, a disferlina é formada por sete dominios
C2 e dois dominios Dysf, ancorada ao sarcolema por seu dominio C-terminal (Sulaetal.,
2014). A extremidade amino-terminal com o dominio C2A ¢é a mais bem caracterizada
por ligar-se a fosfolipideos de forma céalcio-dependente. Os demais dominios, embora
ndo bem definidos funcionalmente, tém afinidade variavel por célcio e fosfolipideos
(Davis et al., 2002).

Diversos trabalhos buscando investigar a funcdo da disferlina foram publicados
nos ultimos anos, apontando para o seu papel no reparo de membrana (Bansal et al., 2003;
Cenacchi et al., 2005), inflamacgéo (Han, 2011) e miogénese (De Luna et al., 2006; Roche
et al., 2008; Chiu et al., 2009, Roche et al., 2010; Cohen et al., 2012).

1.3.3. Reparo de membrana

As células sdo capazes de reparar o sarcolema em segundos a poucos minutos
apos estresse mecanico. A resposta a danos sarcolemais é potencializada pelo influxo de
calcio que desencadeia uma cascata de interagdes proteicas culminando em rapido reparo

de membrana (Davenport et al., 2016).

Os mecanismos de reparo variam dependendo da extensao da lesdo e alguns deles
podem coexistir. Lesfes mecanicas maiores que 100 nm promovem exocitose de
agregados vesiculares no chamado patch model, enquanto em lesdes formadoras de poros
menores que 100 nm, como as produzidas por toxinas bacterianas, hd exocitose de

lisossomos. Esses mecanismos podem coexistir (Cooper & McNeil, 2015).

O patch model, a hiptese mais largamente aceita para lesdes de alto calibre,
descreve a remocdo de danos pela selagem do sarcolema por exocitose. Nesse modelo,
vesiculas intracelulares sofrem fusdo homotipica vesicula-vesicula na regido

subsarcolemal adjacente ao local lesionado. Em seguida, ocorre exocitose por fusdo
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heterotipica dos agregados vesiculares com o sarcolema, selando a regido danificada
(Davenport et al., 2016). O trecho de membrana exocitado, chamado de patch, expde o
lado interno das vesiculas intracelulares, rico em fosfatidilserina, para o meio
extracelular. A disferlina exerce um papel importante para o acimulo desse lipidio de
membrana no local de lesdo, se ligando a ele de forma calcio dependente. Em um trabalho
recente, a remocdo da lesdo foi associada ao reconhecimento de fosfatidilserina por
macrdfagos que fagocitam partes do patch, restabelecendo a integridade de membrana
(Middel et al., 2016).

A origem das vesiculas intracelulares ainda ndo esta bem elucidada. Um autor
propde que apads dano, actina cortical recruta sarcolema adjacente, contendo naturalmente
disferlina transmembrana em sua composi¢do para o local lesionado, comprimindo o
tamanho da lesdo. Nesse recrutamento, criam-se regides ricas em disferlina proximas a
lesdo. Simultaneamente, porcdes distais do sarcolema sofrem endocitose formando as
vesiculas intracelulares. As vesiculas sofrem fusdo entre si e com lisossomos para formar
vesiculas maiores que reparam a lesdo via interagdes com a zona rica em disferlina,
anteriormente formada. O trafego e fusdo de vesiculas requer microtubulos e a cinesina
KIF5B. O rompimento da ligagdo vesiculas-microtibulos ou a deficiéncia de disferlina
levaria a defeitos no reparo de membrana por reducdo da exocitose e acumulo
citoplasmatico de pequenas vesiculas contendo disferlina na regido subsarcolemal
(McDade & Michele, 2014) (Fig. 5).
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Figura 5: Modelo de reparo de membrana: patch model. A: No musculo intacto, a disferlina
encontra-se no sarcolema. B: Diante de lesdo, a actina cortical contribui para que regibes de
membrana com disferlina adjacentes se desloquem para o local da lesdo. Regibes sarcolemais
distais ao local da lesdo sdo endocitadas, formando vesiculas contendo disferlina em suas
membranas. C: Essas vesiculas agregam-se homotipicamente, formando vesiculas maiores que
se fundem ao sarcolema para selar o local lesionado. Retirado de McDade - PhD Thesis (2014).

Em lesbes menores, formadoras de poros, o influxo de célcio provoca exocitose
de lisossomos que se fundem individualmente & membrana, liberando o &cido
esfingomielinase no meio extracelular. Essa enzima é importante para desencadear a
endocitose das regifes de lesdes. Na endocitose, o acido esfingomielinase liberado
converte um lipidio de membrana, a esfingomielina, em ceramida na regido externa da
membrana. O resultado é a formacao de um microdominio que é invaginado na regido de
lesdo, permitindo a remocao dos danos (Tam et al., 2010). A deficiéncia de disferlina leva

a reducdo da exocitose de lisossomos, diminuindo o reparo (Defour et al., 2014) (Fig. 6).
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Figura 6: Modelo de reparo de membrana: exocitose de lisossomos. Ha influxo de célcio
extracelular através de poros (em vermelho) formados por lesGes sarcolemais, tais como causados
por alguns tipos de bactérias. A resposta celular é de exocitose de lisossomos que ao ser fundirem
ao sarcolema liberam seu contetdo de acido esfingomielinase. Essa enzima age sobre lipidios da
superficie sarcolemal, convertendo esfingomielina em ceramidas. Nessas regides criam-se
microdominios que sdo endocitados, internalizando e removendo as regides lesionadas. Retirado
de Tam et al. (2010).

1.3.4. Interacdes proteicas e o reparo de membrana

A disferlina encontra-se em estreita proximidade com canais de célcio do tipo L
(também referidos como DHPR - dihydropyridine receptor) nos tubulos-T (Ampong et
al., 2005), consistente com sua funcdo dependente de sinalizacdo por célcio. Diante de
estresse mecénico, o influxo de célcio devido a danos ao sarcolema funciona como sensor
para a ativagdo de uma cascata de interagdes proteicas com a disferlina, desencadeando
o reparo de membrana (Bansal et al., 2003). Nesse processo, ha agregacgdo e translocagdo
de vesiculas intracelulares, contendo disferlina em suas membranas, para a regido da
lesdo por meio de cinesinas motoras. As vesiculas se acumulam na regido subsarcolemal
adjacentes a lesdo e fundem entre si e, por fim, com a regido danificada por exocitose,
restabelecendo a homeostase celular (McDade & Michele, 2014). Nas disferlinopatias, o
estresse mecanico provoca o desbalanco de célcio por falhas no reparo de membrana. A
proteolise e exposicdo prolongada ao ambiente extracelular oxidativo conduz a necrose e
inflamacdo (Kerr et al., 2014).

Para exercer sua funcéo, a disferlina interage com varias proteinas musculares,
entre elas a caveolina-3 (Matsuda et al., 2001), as anexinas Al, A2 e A6 (Lennon et al.,
2003; Roostalu & Strahle, 2012), a calpaina-3 (Huang et al., 2005; Huang et al., 2008), a
AHNAK (Huang et al., 2007) e a mitsugumina 53 (MG53) (Cai et al., 2009) (Fig. 7).
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No mdusculo normal, intacto, a caveolina-3 (cav-3) esta colocalizada com a
disferlina no sarcolema. A cav-3 contribui para a formacao de cavéolos, invaginacdes do
sarcolema com func¢éo de endocitose, e para a formacao de tabulos-T (Parton et al., 1997,
Waddel et al., 2011). Ela mantém um pool de disferlina no sarcolema por inibir sua
endocitose (Hernandez-Deviez et al., 2008). Sua deficiéncia causa a LGMD1C e resulta
em reducdo secundaria de disferlina no sarcolema pela agregacéo e retencao de ambas no
complexo de Golgi, 0 que sugere um possivel papel da cav-3 no transporte pos-Golgi de

disferlina para o sarcolema (Matsuda et al., 2001, Waddel et al., 2011).

A mitsugumina 53 (MG53), também chamada de TRIM72 (tripartite motif 72),
interage com a disferlina e a caveolina 3, participando dos eventos iniciais do reparo de
membrana. Ela se acumula na regido de lesdo antes da disferlina e facilita o deslocamento
de vesiculas para o local da lesdo. A MG53 se liga a fosfatidilserina, presente na
membrana das vesiculas e na superficie interna do sarcolema, auxiliando na translocacéo
de vesiculas ao local da lesdo. Esse processo funciona de uma maneira dependente de
exposicdo ao meio extracelular oxidativo, o que ocorre diante de lesdes sarcolemais (Cai
et al., 2009). A acdo antagonista da cav-3 controla a reciclagem de membranas através

do equilibrio entre exocitose e endocitose (Cai et al., 2009).

As anexinas, acionadas pelo influxo de calcio, atuam agregando vesiculas para o
local da les@o. As anexinas Al, A2 e A6 sdo depositadas de forma ordenada na regido
lesionada. A adicdo de cada uma é dependente da correta deposicdo da antecedente.
Inicialmente, membranas de vesiculas ricas em disferlina e anexina A6 citoplasmatica
acumulam-se no local da lesdo, de forma independente. Em seguida, a anexina A2 é
depositada e, alguns minutos depois, a anexina Al (Roostalu & Stréhle, 2012). As
anexinas Al e A2 interagem com a disferlina na regido do sarcolema e também estéo
presentes no citoplasma, onde a anexina Al e A2 ligam-se a proteinas da familia S100,
conhecidas por atuar na reorganizacdo de actina em eventos de endocitose e exocitose. A
calpaina 3, uma protease ndo lisossomal, atua na clivagem das anexinas Al e A2,
aumentando a afinidade dessas proteinas por fosfolipideos, o que possibilita a agregacao
e fusdo de vesiculas proximo a regido de lesdo (Lennon et al., 2003).

A calpaina 3 contribui para o remodelamento do citoesqueleto cortical,
removendo a barreira fisica para os eventos de fusdo. Além disso, estimula o dominio

C2A da disferlina a recrutar vesiculas intracelulares para a exocitose através da
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modulagdo da interagdo da disferlina com determinadas proteinas. A deficiéncia de
calpaina 3 causa a LGMD2A e, em pacientes com LGMD2B, é relatada uma reducéo

secundaria dos niveis dessa proteina (Huang et al., 2008).

A AHNAK interage com a disferlina em seu dominio C2A e sugere-se que
proporcione a rapida exocitose de agregados de vesiculas para o sarcolema. A calpaina 3
modula essa interacdo, utilizando AHNAK como substrato. Nas disferlinopatias, a
deficiéncia de disferlina é acompanhada por uma reducdo secundaria de AHNAK. No
musculo normal em regeneracdo, ambas as proteinas se deslocam para o citoplasma,

consistente com a direta interacdo entre elas (Huang et al., 2007; Huang et al., 2008).

Em muitas distrofias musculares, a expresséo de disferlina esta reduzida (Matsuda
et al.,, 2001; Huang et al., 2008) ou alterada para um acumulo em vesiculas
citoplasmaticas. Ainda ndo foi elucidado o que provoca essa distribuicdo diferencial
(Piccolo et al., 2000; Bansal & Campbell, 2004).

Apesar dos avancos, mais estudos sdo necessarios para entender o papel da

disferlina, bem como suas interagfes com outras proteinas.

Membrane

0

Annexin

Caveolin

Dysferlin

Calpain

Membrane vesicles

Figura 7: Sequéncia de eventos ap0s lesdo sarcolemal e proteinas envolvidas no reparo de
membrana. a: A disferlina, localizada no sarcolema e tabulos T, interage com a caveolina,
anexinas, calpaina e AHNAK. b: Diante de lesdo, o influxo de calcio promove ativacdo e
modifica¢des na conformacéo de proteinas. Informagdes mais detalhadas estdo descritas no texto.
C: Ao final, vesiculas celulares agregadas se fundem a membrana, selando a regido lesionada.
Modificado de Wallace & McNally (2009).
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1.3.5. Miogénese e o tricomplexo DYSF-FAM65B-HDAC6

Na impossibilidade de reparar a membrana, como em les6es que comprometem a
viabilidade celular, as fibras musculares sofrem necrose e sao repostas pela proliferacdo

e diferenciacéo de células satélite (Middel et al., 2016).

As complexas interacdes com a disfelina ndo se restringem a funcao de reparo de
membrana. Outras proteinas tém sido descobertas por atuarem conjuntamente com a

disferlina durante a miogénese.

A expresséo de disferlina aumenta durante a diferenciacdo muscular o que sugere
sua funcédo na regeneracdo muscular. Apesar disso, 0 modo como a disferlina interfere na
formacao de miotubos ainda se encontra pouco compreendido. Azakir et al., 2010 relatou
que a disferlina interage, através de seus dominios C2A e C2B, com a forma polimerizada
da o-tubulina, um componente dos microtibulos, tanto em mioblastos como em
miotubos, de uma forma independente de calcio. A forma acetilada da a-tubulina esta
associada a estabilidade dos microtdbulos, necessaria para a elongacdo do miotubos
(Asthana et al., 2013).

Acetiltransferases e desacetilases atuam no controle dindmico do estado de
polimerizacdo de tubulinas dos microtabulos, particularmente a HDAC6 (histone
deacetylase 6) é bem caracterizada por sua funcdo como desacetilase, catalisando a
remocao de grupos acetil. Além disso, participa de multiplas fun¢des atuando sobre a
motilidade celular, sobrevivéncia celular, inflamacdo, degradacdo de proteinas,
sinalizacdo celular e transcricdo. Dessa forma, HDACG6 é um promissor alvo terapéutico,
dado o seu envolvimento com diversos processos bioldgicos. Essa enzima tem
localizagdo predominantemente citoplasmatica e atua sobre substratos ndo histénicos
como Hsp90 (heat shock protein-90), cortactina e a-tubulina acetilada (Hubbert et al.,
2002; Di Fulvioetal., 2011; Lietal., 2013; Asthana et al., 2013). No masculo, a presenca
de HDACG6 livre permite a desacetilacdo, provocando a despolimerizacdo dos
microtibulos. A disferlina interage com HDAC6 e aumenta a acetilagdo de a-tubulina
por ligar-se a HDACG6 através de seu dominio C2D e inibir fisicamente sua acéo
enzimatica. A modulacédo da acetilacdo é importante durante a diferenciacdo miogénica.
A hiperacetilagdo de a-tubulina no inicio da miogénese compromete a diferenciacdo, mas
em estagios posteriores é importante para a elongacdo dos miotubos. Esse controle

dindmico do estado de acetilacdo é condizente com a expressao temporal de disferlina.
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No inicio da diferenciagdo, com os niveis reduzidos de disferlina, HDAC®6 livre pode
atuar na desacetilacdo, impedindo uma hiperacetilacdo nessa fase que prejudicaria a
formagéo de miotubos. No entanto, o aumento da acetilagdo de a-tubulina no decorrer da
diferenciacéo, associado ao aumento da expressdo de disferlina e menos HDACS livre, é

importante para que haja a elongac¢ao dos miotubos (Di Fulvio et al., 2011) (Fig. 8).

Adicionalmente, no inicio da diferenciacdo, outra proteina citoplasmatica, a
FAMG65B foi relatada recentemente por ligar-se transientemente a disferlina. A FAM65B
apresenta multiplas isoformas, com funcGes na migragdo de mioblastos e rearranjo do
citoesqueleto. No musculo esta presente sob a isoforma 2, que fica ativada quando em
associacdo com HDACG e disferlina, formando um tricomplexo que atua na fase inicial
da diferenciagdo de mioblastos (Balasubramanian et al., 2014). A inibi¢cdo de Fam65b
causa diminuicdo expressiva de miogenina, afetando a fusdo e diferenciacdo de
mioblastos, enquanto a sua superexpressdo induz a formacdo de protrusdes celulares
(Yoon et al., 2007; Hirayama & Kim, 2007; Diaz-Horta et al., 2014). O efeito da
deficiéncia de disferlina na expressdo dos componentes do tricomplexo é desconhecido

(Balasubramanian et al., 2014).

vy l"; / .,,/

‘—»I’—»ll—»o

Activation ( Early differentiation Late Terminal
Pax7 Differentiation Differentiation
Pax? Myfs MyoD
MyoD Myogenin Myogenin
SATELLITE MYOBLAST MYOCYTE MYOTUBE MUSCLE
CELLS FIBER
Dysf ‘
acetylated a-tubulin

‘ deacetylation

acetylated
a-:;)hulin a-tulm des:::‘:gyiftion
)

Figura 8: Expresséo de fatores miogénicos e do tricomplexo FAM65B-HDAC6-DY SF durante
a diferenciagdo muscular.
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1.4. Modelos animais

Diversos modelos animais, com fenotipos de doencas neuromusculares,
encontrados na natureza ou produzidos em laboratério, podem ser utilizados para estudos
histopatologicos, fisiologicos, genéticos e clinicos. Tais modelos geralmente apresentam
alteragdes semelhantes as encontradas em humanos e podem, dessa forma, ser utilizados
para a melhor compreensdao dos mecanismos fisiopatolégicos, assim como ferramenta
para o estudo e viabilizagdo de terapias (Vainzof et al., 2008). Apresentando deficiéncia
de disferlina, o SJL/J é utilizado como modelo natural no estudo da Distrofia Muscular
de Cintura tipo 2B (LGMD2B). Os camundongos apresentam reducao na quantidade de
disferlina para aproximadamente 15% do encontrado em animais normais. Isso se deve a
uma mutacdo em um sitio de splicing do gene que codifica a disferlina, levando a uma
delecdo de 171pb (exon 45), com remocdo de 57 aminoacidos no dominio C2E. As
alteracdes histologicas sdo discretas e ha pouco comprometimento muscular, que pode se
intensificar com a idade (Bittner et al., 1999). O fenétipo brando dificulta o estudo da
regeneracdo, o que pode ser contornado por inducdo de lesdo muscular, método rapido
que permite avaliar in vivo o grau de comprometimento em diferentes linhagens

distroficas.

N&o ha no momento cura para as distrofias musculares. O tratamento é apenas
paliativo através de corticoesterdides, fisioterapia e intervengdes cirdrgicas. Dessa forma,
é essencial compreender os mecanismos de doencas neuromusculares para obter

potenciais alvos terapéuticos.

Véarios modelos de lesdo muscular tém sido utilizados para o estudo da
regeneragdo muscular, incluindo danos induzidos por vias quimicas e mecéanicas. Nos
métodos quimicos que utilizam toxinas, apesar da facil aplicacdo e reprodutibilidade,
nem todos tem os efeitos biolégicos sdo totalmente conhecidos (Chargé & Rudnicki,
2004). Dessa forma, foi utilizado nesse estudo um modelo de lesdo mecanica,
implantando previamente no laboratdrio, através da inducéo de danos por eletroporacéo.
Esse método mostrou-se rapido e eficaz para o estudo do processo de

degeneracgéo/regeneracao.

Com base nessas premissas, foi tracado um padrédo dos processos de degeneracao

e regeneracdo no modelo murinho distrofico SJL/L apds indugéo de lesdo muscular e
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correlacionada a deficiéncia de disferlina com o grau de comprometimento no reparo
tecidual por analises das alteracdes moleculares e histologicas. Adicionalmente foram
caracterizadas as alteracbes da expressdo dos componentes do tricomplexo DYSF-
FAMG65B-HDACG no decorrer da recuperagao muscular. Os resultados sugerem que nao
h& comprometimento da regeneragdo em camundongos com deficiéncia de disferlina. No
entanto, o padrdo de regeneracdo € alterado, iniciando precocemente nos primeiros dias
apos a lesdo, enquanto uma expressao tardia dos fatores miogénicos € observada no
controle normal. Fam65b e Hdac6, assim como os fatores miogénicos, aumentaram
durante a regeneracdo muscular. No entanto, os niveis de expressdo génica em SJL/J
foram significativamente maiores, indicando que a deficiéncia de disferlina também afeta
a expressdo desses componentes. Adicionalmente, analisamos a expressdo de fatores
miogénicos e dos componentes do tricomplexo em experimentos de diferenciacéo
muscular in vitro, utilizando células de paciente com LGMD2B. Observamos atraso do
desenvolvimento de miotubos, com maior frequéncia de miotubos com menor diametro
e poucos nucleos nas culturas de células disferlina-deficientes. FAM65B apresentou
expressao inalterada durante a diferenciagé@o de celulas normais e disferlina-deficientes.
No entanto, o pico de expressdo de miogenina ocorreu antes nas células normais. Além
disso, a expressdo de DYSF aumentou durante a diferenciacdo e os niveis de HDAC6
tiveram um aumento transiente apds 24h da diferenciacdo muscular apenas nas células
normais, enquanto expresséo inalterada desses genes foram detectadas nas células com
auséncia de disferlina. Esses resultados, em conjunto, indicam que a deficiéncia de
disferlina afeta a progressdo da diferenciagdo muscular, prejudicando a formagéo de
miotubos, mas nao parece comprometer o0s estagios iniciais de fusdo de mioblastos, uma

vez que pequenos miotubos sdo encontrados com grande frequéncia nessas culturas.

A identificacdo da disferlina como possivel reguladora da expressdo dos
componentes do tricomplexo e dos fatores miogénicos pode indicar novos
direcionamentos para avangarmos na compreensao dos mecanismos de acdo da disferlina,

bem como investigar potenciais alvos para terapias.
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Il - Objetivos

Objetivo geral

Estudar os efeitos da deficiéncia de disferlina na miogénese e regeneragdo muscular

in vivo e in vitro.

Obijetivos especificos

1) Em um modelo de degeneracdo/regeneracéo in vivo, por inducdo de lesdo mecanica
do camundongo disferlina-deficiente SJL/J, avaliar, ao longo do tempo de recuperagéo

muscular, 0s seguintes parametros:

a) Alteracdes histologicas, através da analise de infiltracdo de tecido conjuntivo, de

areas de fagocitose ativa e da presenca de fibras em regeneracéo e centronucleadas;

b) Expressdo génica de fatores envolvidos nas vias de degeneracéo: Tgf-$1 e CD11b,

e de regeneracdo: Pax7, Myf5, MyoD e miogenina;

d) Expressao dos componentes do tricomplexo Fam65b e Hdac6 diante da deficiéncia

de disferlina;

e) Comparar as alteracdes moleculares com as observacgdes histologicas.

2) Em cultura de mioblastos humanos de paciente com auséncia de disferlina, avaliar

durante a diferenciacdo em miotubos:
a) A expressdo dos fatores miogénicos MYF5, MYOD e miogenina;
b) A expressdao génica dos componentes do tricomplexo DYSF, FAM65B e HDACS;

¢) A eficiéncia da fusdo de membranas e formacao de miotubos, pelo indice de fusdo

de mioblastos e didmetro dos miotubos.
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Discussao geral e conclusdes

Nesse estudo, tivemos como objetivo expandir o conhecimento sobre a func¢ao da
disferlina durante a miogénese em camundongos ¢ humanos com distrofia muscular de
cinturas tipo 2B (LGMD2B). Desde a descoberta de que mutag¢des no gene da disferlina
causam LGMD2B e outras variantes clinicas (Bashir et al., 1998; Liu et al., 1998),
diversos estudos tém sido realizados para determinar de que forma a deficiéncia da
disferlina afeta a integridade muscular, aumentando a suscetibilidade ao estresse
mecanico e lesdo. A disferlina ¢ relatada por exercer fungdes ligadas a fusdo e ao trafego
intracelular de vesiculas (Posey et al., 2011), reparo de membrana (Bansal et al., 2003) e
inflamacao (Rawat et al., 2010). Dados conflitantes também relacionam a funcao da
disferlina a miogénese pela regulacdo da fusdo de membranas durante a diferenciagao
muscular. Alguns autores sugerem que a deficiéncia de disferlina causa defeitos na
miogénese (De Luna et al., 2006; Demonbreun et al., 2011; Cohen et al., 2012), enquanto
outros ndo observaram alteragdes neste processo (Chiu et al., 2009; Humphrey et al.,
2012; Defour et al., 2014).

A mioferlina, uma proteina da familia das ferlinas homodloga a disferlina, ¢
proposta por agir de forma coordenada com a disferlina. A mioferlina é expressa nos
mioblastos nos estdgios iniciais de sua fusdo, diminuindo nos miotubos maduros,
enquanto a disferlina aumenta durante a diferenciagdo, com maior expressdo em
miotubos (Davis et al., 2002). Além disso, alguns trabalhos vém descobrindo fung¢des da
disferlina dependentes da interacdo com outras proteinas (Lennon et al., 2003; Cai et al.,
2009; Azakir et al., 2010). A identificacdo de genes que apresentam expressdo alterada
diante da deficiéncia de disferlina, permite avangos na compreensao dos mecanismos de
acdo associados as disferlinopatias, contribuindo para a descoberta de potenciais alvos
para a aplicagdo de terapias. O envolvimento de outras proteinas nos eventos de fusdo e
formacao de miotubos necessitam ser melhor investigados. Um recente estudo descreveu
a formagdo transiente de um tricomplexo no inicio da diferenciagdo, composto por
FAM65B, HDACG e disferlina, que participa da regulagdo da progressao da miogénese
pelo controle dindmico da polimeriza¢ao de microtubulos (Balasubramanian et al., 2014).

Baseado nesse estudo, buscamos investigar o efeito da deficiéncia de disferlina sobre a
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expressao de Fam65b e Hdac6, assim como de fatores miogénicos durante a

diferenciagdo muscular.

Na primeira parte do trabalho (Capitulo 3), em experimentos in vivo com a
linhagem murina SJL/L, modelo animal para a LGMD2B, foram analisados os efeitos da
deficiéncia de disferlina na recuperagdo muscular apds lesdo mecanica induzida por
eletroporagdo. Nossos resultados mostraram que a deficiéncia de disferlina nao
comprometeu a recuperagao muscular em SJL/J, mas alterou temporalmente os eventos
de degeneragdo e regeneracao apos lesdo. Apesar dos niveis elevados de expressao de
fatores de inflamagao e fibrose, as analises histologicas mostraram que a miogénese nao
¢ comprometida e o musculo ¢ capaz de restabelecer sua citoarquitetura. O aumento da
fagocitose parece contribuir para a eficiente remog¢do de necrose causada pela
degeneracdo muscular, seguida por rdpida resposta regenerativa, evidenciada pelo pico
de ativagdo de fatores miogénicos ocorrendo antes em SJL/J, comparado ao controle
normal. O padrdo de regulacdo de Fam65b e de Hdac6 revelou expressdo aumentada
desses componentes do tricomplexo durante os primeiros dias de recuperagdo muscular,
tanto na linhagem disferlina-deficiente quanto no controle normal, indicando a atuagao
desses componentes na regeneracao muscular. No entanto, a expressao também foi maior
em SJL/L, o que sugere uma possivel regulacdo de Fam65b e Hdac6 pela disferlina.
Investigacdes adicionais sobre a influéncia da deficiéncia de disferlina na expressao
desses componentes do tricomplexo e seus efeitos na diferenciagdo miogénica sdao

necessarias.

Eficiente regenera¢ao muscular nos camundongos SJL/J foi observada em estudos
anteriores (Grounds et al., 1989; Mitchell et al., 1992; Maley et al., 1994). Uma possivel
explicacdo seria de que um estado pré-ativado de estimulo a regeneragdo ocorre no
musculo distrofico de camundongos jovens e poderia contribuir para a rapida resposta
regenerativa apods lesdo (Maley et al., 1994; Sorokin, 2000), enquanto musculos normais
requerem um primeiro estimulo para a ativacao e recrutamento de células satélite para a
recuperagdo muscular. Eventualmente, esse quadro mudaria, com a idade e o
estabelecimento de um estado cronico da doenca (Weller et al., 1997). Contrapondo-se
aos nossos resultados, outros trabalhos relataram recuperagdo muscular comprometida
em animais disferlina-deficiente (Roche et al., 2008; Chiu et al., 2009; Cohen et al.,

2012). As divergéncias entre os dados da literatura podem estar relacionadas as diferentes
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condigdes experimentais, como linhagens murinas utilizadas e tipos de lesdes musculares
induzidas (Cohen et al., 2015). Essas variacdes apontam para a necessidade da dificil
tarefa de aplicacao de experimentos e formas de anélise de resultados padronizados que
unifiquem a produc¢do de dados, tornando-os passiveis de comparacdo (Hornsey et al.,

2013).

Adicionalmente, neste trabalho, realizamos experimentos in vitro (Capitulo 4),
utilizando células musculares humanas de paciente com deficiéncia total de disferlina. A
expressao dos genes MYF5, MYOD e miogenina e do tricomplexo DYSF, HDAC6 ¢
FAMG65B foi analisada durante a diferenciagdo muscular. Nossos resultados revelaram
que células disferlina-deficientes apresentam formacgdo de miotubos comprometida.
Observamos uma significante frequéncia de miotubos com poucos nucleos e com
diametro reduzido, indicando que a deficiéncia de disferlina ndo afeta a fusdao de
mioblastos nos estagios iniciais da diferenciagdo muscular, mas pode atuar nos estagios
posteriores, provocando comprometimento do crescimento ¢ alongamento de miotubos.
Nas analises de expressdo génica, FAM65B seguiu um padrdo similar entre as células disferlina-
deficiente e as normais. No entanto, o pico de expressdo de miogenina ocorreu mais cedo
nas células normais, sugerindo alteragdes na cinética de expressao desse fator em células
disferlina-deficientes. Além disso, nas células disferlina-deficientes, os niveis de DYSF e
HDAC6 permaneceram inalterados, enquanto nas células normais, HDAC6 teve uma
elevagdo transiente no inicio diferenciacdo e DYSF aumentou com a progressdo da
diferenciagdo. A elevagdo de DYSF nas células normais ¢ esperado, ja que em condicdes
normais a disferlina aumenta durante a diferenciacdo miogénica (De Luna et al., 2006).
O perfil de expressao génica de HDAC6 durante a diferenciacao, por outro lado, ndo tinha
sido relatada anteriormente em células humanas com deficiéncia de disferlina. Em
conjunto, as alteracdes de expressdo de fatores miogénicos e de HDAC6 diante da
deficiéncia de disferlina podem indicar novos direcionamentos para estudos dos
mecanismos fisiopatologicos que comprometem a progressao da diferenciacdo muscular

nas disferlinopatias.

Dadas as diferengas ao se comparar experimentos in vivo X in vitro e linhagens
murinas x humanas (Bareja et al., 2014), observamos nos dois trabalhos que a deficiéncia
de disferlina altera temporalmente a miogénese, seja por comprometer a progressao do

crescimento ¢ alongamento de miotubos durante a diferenciagdo muscular in vivo de
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células humanas ou por alterar eventos da regeneragao muscular em experimentos in vivo
com linhagens murinas. Estudos futuros serdo necessarios para melhor esclarecer as
implicagdes dos padrdes de expressdo dos componentes do tricomplexo nas fungdes

celulares.
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