Juliana de Carvalho Neves

Regulacao de receptores de IGF e PDGF na musculatura esquelética de

camundongos com deficiéncia de neuraminidase 1

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo
para obtencdo do titulo de Doutora em
Ciéncias

Programa de Neurologia
Orientador: Prof. Dr. Edmar Zanoteli

(Versao corrigida. Resolucdo CoPGr 6018/11, de 1 de novembro de 2011. A
versao original esta disponivel na Biblioteca da FMUSP)

Sao Paulo
2018



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

®reproducao autorizada pelo autor

Neves, Juliana de Carvalho

Regulagdo de receptores de IGF e PDGF na
musculatura esgquelética de camundongos com
deficiéncia de neuraminidase 1 / Juliana de
Carvalho Neves. -- S&oc Paulo, 2018.

Tese (doutorado) ——Faculdade de Medicina da
Universidade de S&oc Paulo.

Programa de Neurologia.

Orientador: Edmar Zanoteli.

Descritores: l.Neuraminidase 1 2.Masculo
esquelético 3.Fibroblastos 4.Lisossomos 5.Receptor
de fator de crescimento semelhante & insulina
6.Receptor de fator de crescimento derivado de
plaguetas 7.Catepsinas

Usp/FM/DBD-372/18

Responsavel: Eidi Raquel Franco Abdalla - CRB-8/4901




Para minha familia e amigos.



Agradecimentos

A Universidade de S&o Paulo e ao Prof. Dr. Edmar Zanoteli, pela
oportunidade de desenvolver meu doutorado e participar de atividades que
contribuiram de modo importante para minha formacéo.

A Profa. Dra. Alessandra D’Azzo, por ter fornecido as matrizes para
estabelecimento da colénia dos camundongos utilizados neste estudo.

A equipe do Laboratério de Neurologia Translacional (LIM 45) pelo
suporte.

Aos colegas do grupo de pesquisa de Mecanismos moleculares e
fisiopatogénicos das doencas neuromusculares, por todas as contribuicdes e
companheirismo, em especial Marina Dezie Tanaka, Sara Borges Viana,
Rubens De Larina Neto, Alan Fappi e Eliene Dutra Campos.

Aos colegas e doutores Tiffany Coralie De Bessa, Victor Debbas, Paulo
Newton Tonolli, Jessica Ruivo Maximino, Thais Alves da Costa Silva, Daiane
Dias Ferreira e todos os membros do LIM 58, pelas discussoes, sugestdes e
auxilio nos experimentos.

A banca da minha qualificacdo: Profa. Dra. Umbertina Conti Reed, Profa.
Dra. Célia Harumi Tengan e Dra. Mara Sandra Hoshida, pelas consideracdes e
sugestodes.

A FAPESP (processos 2015/05215-0 e 2014/02501-0), Capes, CNPq
(processo 141662/2018-2) e ao Programa de Aperfeicoamento ao Ensino

(PAE-FMUSP), por financiamento e bolsas.



Sumario

1 Introducéo

1.1 Neuraminidase 1

1.2 Receptores de IGF-1R e de PDGFR

1.3 Hipdtese do estudo

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

2.2 Objetivos especificos

3 Métodos

3.1 Animais

3.2 Genotipagem

3.3 Procedimentos in vivo

3.4 Seccionamento histolégico, coloracdes e medicdo de area das fibras

3.5 Procedimentos in vitro

3.5.1 Cultura priméria de fibroblastos

3.5.2 Viabilidade celular

3.5.3 Estimulacgéo e inibicdo de IGF-1R e PDGFR

3.5.4 Estudo de proliferagcéao

3.5.5 Desialilacao

3.6 Imunofluorescéncia

3.7 Separacao das fracOes citosolica e lisossomal

3.8 Atividade das catepsinasBe L

3.9 Extracao de proteinas

3.10 Western blotting

11

13

13

13

14

14

15

16

19

19

20

22

22

23

24

24

25

25

26



3.11 Analise estatistica 28

4 Resultados 29

4.1 Tratamentos in vivo e in vitro com inibidores de IGF-1R e PDGFR__ 29

4.1.1 Peso corporal e muscular 29
4.1.2 Aspecto histolégico geral 32
4.1.3 Area das fibras 34

4.1.4 Determinacéo das concentracfes de inibidores para estudos in vitro

34

4.1.5 Marcadores de vias moleculares 35
4.1.6 Proliferacao celular 41

4. 1.7 Fosfatase acida 43
4.1.8 Expressao das catepsinas B e L nos musculos 45
4.1.9 Resumo dos resultados da inibicdo de IGF-1R e PDGFR 46

4.2 Tratamento de fibroblastos Neul” com neuraminidase 48

5 Discusséao 51
6 Conclusdes 56
7 Anexos 57

8 Referéncias 58




Lista de abreviaturas e siglas

Akt

ATP

BSA

CO2

DAPI

DMEM

DMSO

DNA

EDTA

ERK

FMUSP

FVB

HCI

HRP

IGF

IGF-1R

LAMP-1

MCF-7

MEC

MMPs

MTT

NacCl

Proteina quinase B

Adenosina trifosfato

Albumina de soro bovino

Gas carbobnico

4' 6-diamidina-2'-fenilindol dicloridrato

Em inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimetilsulfoxido

Do inglés, acido desoxirribonucleico

Acido etilenodiaminotetracético

Quinase regulada por sinal extracelular

Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo
Em inglés, Friend Virus B NIH Jackson

Acido cloridrico

Do inglés, raiz forte

Fator de crescimento semelhante a insulina

Receptor do fator de crescimento semelhante a insulina
Receptor de insulina

Do inglés, proteina 1 associada a membrana do lisossomo
Michigan Cancer Foundation-7

Matriz extracelular

Metaloproteinases

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio

Cloreto de sédio



Neu
OCT
p70S6K
PBS
PCNA
PCR
PDGF
PDGFR
PPCA
PVDF
RIPA
RPMI
SDS
TBS

TBS-T

Neuramindase

Do inglés, temperatura 6tima para corte

Proteina ribossomal S6 quinase

Tampao fosfato salino

Antigeno nuclear de proliferacao celular

Reacdo em cadeia da polimerase

Fator de crescimento derivado de plaquetas
Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas
Proteina protetora/catepsina A

Fluoreto de polivinilideno

Do inglés, Radioimmuno Precipitation Assay

Do inglés, Roswell Park Memorial Institute Medium
Dodecil sulfato de sodio

Tampaéo tris salino

Tampaéo tris salino Tween



Lista de figuras

Figura 1. Representacéo dos alelos 4
Figura 2: Degeneracdo da musculatura esquelética Neul’ 6
Figura 3: Desialilacéo de IGF-1R e PDGFR na proliferacéao celular 7
Figura 4: Hipotese dos efeitos da deficiéncia da Neul 12
Figura 5: Camundongos utilizados no estudo 15
Figura 6: Representacdo da genotipagem 16
Figura 7: Desenho experimental do estudo in vivo 18
Figura 8: Classificacdo dos niveis de citotoxicidade dos inibidores 22
Figura 9: Progresséo do peso corporal de camundongos 30
Figura 10: Peso dos animais e musculos 31
Figura 11: Aspecto geral de masculos 33
Figura 12: Area das fibras musculares 34
Figura 13: Fibroblastos viaveis apés incubacao com inibidores 35
Figura 14: Expressédo de Akt apés inibicdo do IGF-1R 37
Figura 15: Expresséo de ERK apds inibi¢cao do IGF-1R 38
Figura 16: Expressédo de Akt apés inibicdo do PDGFR 39
Figura 17: Expresséo de ERK apds inibicao do PDGFR 40
Figura 18: Marcadores de proliferacdo celular apés inibicdo de IGF-1R__ 42
Figura 19: Marcadores de proliferacéo celular apos inibicdo de PDGFR 43
Figura 20: Atividade lisossomal em musculos tratados com inibidores de IGF-

1R e PDGFR 44

Figura 21: Expresséo das catepsinas B e L em musculos ap0ds inibicao de IGF-

1R

45



Figura 22: Expressdo das catepsinas B e L em musculos apos inibicdo de

PDGFR 46
Figura 23: Resumo dos resultados 47
Figura 24: Imunofluorescéncia de fibroblastos tratados com Neu 49

Figura 25: Expresséao proteica e atividade as catepsinas B e L apés tratamento

com Neu 50




Lista de tabelas

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados na genotipagem

Tabela 2: Detalhamento dos grupos experimentais

Tabela 3: Anticorpos utilizados no estudo para imunofluorescéncia.

Tabela 4: Anticorpos utilizados nos experimentos de western blotting.

16

18

24

27



Resumo

Neves JC. Regulacdo de receptores de IGF e PDGF na musculatura
esquelética de camundongos com deficiéncia de neuraminidase 1 [tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2018.

A neuraminidase 1 (Neul) é a enzima que regula o catabolismo de
sialoglicoconjugados nos lisossomos. A deficiéncia da Neul € a base da
sialidose, doenca grave associada a um amplo espectro de manifestacoes,
incluindo hipotonia e fraqueza muscular. Camundongos com deficiéncia de
Neul desenvolvem degeneracdo muscular caracterizada principalmente por
atrofia, invasédo das fibras musculares por fibroblastos e expansdo da matriz
extracelular. A Neul controla a proliferacdo de fibroblastos de pacientes por
meio da desialilacdo dos receptores de PDGF e IGF. Além disso, ha enzimas
lisossomais que sdo moduladas pela Neul, tais como as catepsinas, que sao
capazes de degradar componentes musculares e estariam excessivamente ou
erroneamente ativas (sialiladas) em decorréncia da deficiéncia de Neul. O
objetivo deste trabalho foi identificar se o fenétipo da musculatura esquelética
de camundongos Neul’ poderia estar associado a atividade do IGF-1R,
PDGFR e/ou a sialilacdo de catepsina B, através da andlise histolégica e
proteica de musculos esqueléticos e fibroblastos de camundongos Neul** e
Neul” tratados com inibidores de IGF1-R e PDGFR. O estudo da expresséao
proteica de catepsina B foi realizado nos musculos tratados com os inibidores
de IGF-1R e PDGFR, e nas fracdes citosdlica e lisossomal de fibroblastos
tratados com neuraminidase exdégena. Em comparacdo com camundongos
Neul**, os musculos de animais Neul’ apresentam menor area de fibra, peso
corporal, expressdao de pAkt e maior expressdao de catepsina B; e os
fibroblastos Neul”’- exibem maior proliferacdo e expressado de pAkt. A inibicdo
do IGF-1R em camundongos Neul’ aumentou a area das fibras musculares,
expressao de pAKt e diminuiu a expressdo de catepsina B; em relacdo aos
fibroblastos Neul”, entretanto aumentou a proliferagdo celular com diminuicdo
de pAkt. A inibicido do PDGFR em musculos de camundongos Neul” levou ao
aumento da expressao de pAkt, da area das fibras, com diminuigdo de pERK e
catepsina L, qguando comparados com os controles Neul”-; a mesma inibicao in
vitro conduziu a diminuicdo da expressao de pAkt, pERK e proliferacdo. A
catepsina B encontra-se bastante ativa na fracdo lisossomal e o tratamento
com neuraminidase foi eficaz na correcdo de seu peso molecular e
compartimentalizacdo lisossomal. De forma geral, o fendétipo muscular de
camundongos Neul” parece estar relacionado com a atividade de IGF-1R e
PDGFR, e a catepsina B hipersialilada é potencialmente deletéria para o
musculo esquelético.

Descritores: neuraminidase 1; musculo esquelético; fibroblastos; lisossomos;
receptor de fator de crescimento semelhante a insulina; receptor de fator de
crescimento derivado de plaguetas; catepsinas.



Abstract

Neves JC. Regulation of IGF and PDGF receptors in the skeletal muscle of
neuraminidase 1 deficient mice [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2018.

Neuraminidase 1 (Neul) is an enzyme that regulates the catabolism of
sialoglycoconjugates in lysosomes. Neul deficiency is the basis of sialidosis, a
severe disease associated with a broad spectrum of manifestations, including
hypotonia and muscle weakness. Neul deficient mice develop muscular
degeneration characterized by atrophy, invasion of muscle fibers by fibroblasts,
and expansion of the extracellular matrix. Neul controls the proliferation of
fibroblasts from patients through the desialylation of PDGF and IGF receptors.
In addition, lysosomal enzymes are modulated by Neul, such as cathepsins,
which degrade muscle components and are excessively or erroneously active
(sialylated) as a result of Neul deficiency. The aim of this study was to identify
whether skeletal muscle phenotype of Neul”- mice may be associated with IGF-
1R, PDGFR and/or sialylation of cathepsin B, through protein and histological
analysis of skeletal muscles and fibroblast from Neul** and Neul”’ mice
treated with IGF-1R and PDGFR inhibitors. The study of cathepsin B protein
expression was performed in skeletal muscles treated with IGF-1R and PDGFR
inhibitors, and in the cytosolic and lysosomal fractions of fibroblasts treated with
exogenous neuraminidase. Compared with Neul** animals, Neul’ muscles
showed smaller muscle fiber area, body weight, pAkt expression and higher
cathepsin B expression; and Neul” fibroblasts exhibited increased proliferation
and expression of pAkt. The inhibition of IGF-1R Neul” mice increased the
area of muscle fibers, expression of pAkt and decreased expression of
cathepsin B; but, considering Neul” fibroblasts, there was increased cell
proliferation with reduction of pAkt. The inhibition of PDGFR in muscles of
Neul”’ mice led to increased expression of pAkt, muscle fiber area, with
decreased expression of pERK and cathepsin L, when compared with the Neu1l-
I- controls; the same inhibition in vitro led to reduced expression of pAkt, pERK
and cell proliferation. Cathepsin B presented high activity in the lysosomal
fraction and the treatment with neuraminidase was effective in the correction of
its molecular weight and lysosomal compartmentalization. In general, the
muscular phenotype of Neul” mice is possibly related to IGF-1R and PDGFR
activity, and oversialylated cathepsin B is potentially deleterious for the skeletal
muscle.

Descriptors: neuraminidase 1; muscle, skeletal; fibroblasts; lysosomes; insulin
like growth factor receptor; platelet-derived growth factor receptor; cathepsins.






1 Introducéao

1.1 Neuraminidase 1

As neuraminidases sédo exoglicosidases importantes para a regulacao de
diversos processos biolégicos, como ativacdo de vias bioguimicas, mudancas
conformacionais de (glicoproteinas, reconhecimento e marcacdo de
biomoléculas (Monti et al.,, 2002, Miyagi T., 2007) por meio da clivagem de
acidos sidlicos das porgdes terminais de glicolipidios e glicoproteinas (Bonten
et al., 1996, Rottier et al., 1998). Em células animais, a neuraminidase 1 (Neul)
€ encontrada principalmente nos lisossomos e, em menor frequéncia, na
membrana plasmatica (Vinogradova et al., 1998, Lukong et al., 2001), a Neu2
no citoplasma (Monti et al., 1999, Koda et al., 2009), a Neu3 principalmente nas
membrana plasmética, mas também nas membranas endossomal e lisossomal
(Wang et al.,, 2002, Zanchetti et al.,, 2007) e a Neu4 especialmente nas
mitocdndrias (Yamaguchi et al., 2005, Bigi et al., 2010), além da membrana do
reticulo endoplasmatico (Monti et al., 2004, Yamaguchi et al., 2005) e
lisossomos (Seyrantepe et al., 2004). Além de diferirem geneticamente e em
suas localizac¢des subcelulares, as neuraminidases também possuem pH 6timo
de atuacdo, diferentes respostas a ions e detergentes, propriedades cinéticas e
substratos especificos, com pouca sobreposicao de funcdo entre si (Monti et
al., 2010).

ApoOs sua sintese, a Neul se associa a proteina protetora/catepsina A
(PPCA) e é transportada para os lisossomos em um complexo de proteico de

alto peso molecular que evita a degradacdo da Neul e a mantém



cataliticamente ativa (Bonten et al., 1996). A Neul atua em Vvarios tecidos,
como na glandula mamaéaria, nos testiculos, na tireoide, células do sistema
imunoldgico e fibroblastos (Monti et al., 2010). Porém, a expressdo de Neul
ndo é equivalente, apresentando niveis mais elevados nos rins, pancreas,
figado, pulm®es, placenta e cérebro (Bonten et al., 1996, Smutova et al., 2014).

Dentre as neuraminidases, a Neul é a que apresenta a maior
quantidade de estudos indexados no banco de dados Pubmed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, acesso em 05/09/2018), possivelmente por
ser, até o momento, a Unica associada a patologias especificamente
decorrentes de sua deficiéncia. A deficiéncia priméria da Neul em humanos
esta associada a sialidose, uma doenca de depodsito lisossomal de heranca
autossOmica recessiva (Thomas, 2001). Pacientes com sialidose desenvolvem
um amplo espectro de manifestacdes clinicas, e a gravidade da doenca esta
frequentemente correlacionada com os niveis de atividade residual da Neul
(Bonten et al., 2000).

A sialidose tipo 1 é a forma mais branda da doenga, manifesta-se na
segunda década de vida resultando em perda progressiva da visdo associada a
degeneracdo macular (cherry-red spots), nistagmo, ataxia e sindrome
mioclénica (Thomas, 2001). A sialidose tipo 2 € considerada a forma grave da
doenca, manifestando-se no periodo perinatal, com quadros de hidropsia fetal,
ascite neonatal, alteracdes dismorficas, aspecto hurler-like, disostose
multiplexa, hepatoesplenomegalia e comprometimento neuroldgico. Além disso,
alguns pacientes com sialidose também desenvolvem hipotonia e atrofia da

musculatura esquelética (Bonten et al., 2000).



O gene que codifica a NEU1 humana e o que codifica a Neul murina
possuem organizacdo gendmica similar e ambos se localizam no complexo
principal de histocompatibilidade (loci 6p21.3 e 17 H-2, respectivamente)
(Bonten et al., 1996, Pshezhetsky et al., 1997, Igdoura et al., 1998). Foram
descritas mais de 40 mutacdes no gene NEU1 que podem causar a sialidose,
em sua maioria mutagcBes missense de novo localizadas nos éxons 4 a 6
(Bonten et al., 2000, Pattison et al., 2004, Seyrantepe et al., 2004). Também
podem ocorrer mutagdes, delegdes, insercoes, duplicacdes e erros de splicing.
Os polipeptidios sintetizados a partir do gene humano e do murino
compartilham 90% de semelhanca (Monti et al., 2010), possibilitando supor a
reprodutibilidade de resultados gerados a partir do camundongo modelo para
estudo da sialidose criado por de Geest et al. (2002). Esta informacédo é
interessante no contexto em que, apesar dos possiveis danos a musculatura
esquelética em pacientes com sialidose, ndo ha biopsias musculares de
pacientes descritas na literatura. Portanto, todas as andlises histolégicas da
musculatura esquelética na deficiéncia de Neul provém de estudos com o
modelo animal (Zanoteli et al., 2010, Neves et al., 2015).

Os camundongos homozigotos para o gene Neul nocauteado (Neul”)
pela inser¢dao de um cassete B-geo -lacZ-PGK-neoR no éxon 1, Figura 1),
traduzem uma forma truncada néo funcional de Neul (de Geest et al., 2002).
Os camundongos Neul” apresentam fenétipo intermediario aos tipos 1 e 2 da
sialidose e sdo menores do que os controles normais desde o nascimento, mas
os sinais da deficiéncia de Neul se evidenciam ao final do primeiro més de
vida. Quando mais velhos, encontram-se debilitados, apresentam tremores e

dificuldade na locomocgdo. Com idade entre 6 e 9 meses morrem devido a



reducdo na absorcdo de nutrientes causada por hiperqueratose do aparelho

digestivo (de Geest et al., 2002).

Alelo Neut*

Exons 1 2 3 4 5 6

Alelo Neut-

Exons 1 2 3 4 5 6

Figura 1: Representagdo dos alelos normal (Neul*) e nocauteado (Neul’) para neuraminidase
1. O alelo Neul- possui uma sequéncia inativadora (lacZ-PGK-neo) inserida no éxon 1 (de
Geest et al., 2002).

A principal alteracdo histologica observada na deficiéncia da Neul é a
vacuolizacdo do citoplasma de varios tipos celulares de pacientes e/ou modelo
animal. Dentre as células acometidas estéo fibroblastos, linfécitos, células de
Kupffer, hepatocitos, células renais, neurdnios, musculo cardiaco e esquelético
(Lowden e O'Brien, 1979, de Geest et al., 2002). A falha no controle da
quantidade de &cido sidlico ligado a diversas moléculas € um dos fatores da
fisiopatogenia da sialidose (Hinek et al., 2008, Yogalingam et al., 2008). Além
disso, a patogénese esta correlacionada com a inducdo anormal de exocitose
lisossomal. Normalmente, a Neul regula negativamente o processo de
exocitose através da clivagem de acidos siadlicos na proteina associada a
membrana do lisossomo 1 (LAMP-1) (Yogalingam et al., 2008). Portanto,
verifica-se uma correlagéo direta entre a gravidade da doenca, a quantidade de
LAMP-1 na superficie celular e a exocitose lisossomal.

Os camundongos Neul’ apresentam areas de degeneracdo progressiva

na musculatura esquelética com profunda alteracdo dos componentes da



matriz extracelular (Zanoteli et al., 2010). Tais manifestacdes ocorrem
principalmente apds 2 meses de vida do animal, havendo intenso
comprometimento aos 6 meses. Essas alteragBes histoldgicas nunca haviam
sido descritas para a musculatura esquelética, sugerindo serem proprias da
deficiéncia primaria de Neul (Zanoteli et al., 2010).

A musculatura esquelética dos camundongos Neul” apresenta atrofia
com causa ainda a ser esclarecida. Ha evidéncias de que a Neul regula
negativamente a atividade das catepsinas B e L (Yogalingam et al., 2008) e é
sabido que a atividade destas catepsinas estd aumentada no musculo
esquelético de camundongos com deficiéncia de Neul (Zanoteli et al., 2010).
Além disso, a deglicosilacdo de fibroblastos in vitro por administracdo de N-
glicanase (neuraminidase de fonte exdgena) confirmou que a catepsina B é um
substrato natural da Neul.

As catepsinas sao as principais proteases encontradas no lumen
lisossomal, e sdo capazes de hidrolisar proteinas da estrutura muscular
(Schwartz e Bird, 1977, Noda et al., 1981, Bechet et al., 2005). Nas atrofias
musculares induzidas por septicemia, tratamentos com glicocorticoides, cancer,
inatividade e privagcdo alimentar, as catepsinas L, B e D, encontram-se com
niveis aumentados (Bechet et al., 2005). Contudo, ainda n&do foram
determinados os efeitos decorrentes da modulagcéo da sialilacdo de catepsinas
na musculatura esquelética.

Além da atrofia, a musculatura esquelética dos camundongos Neul” é
progressivamente degenerada, com proliferacdo aumentada de fibroblastos do
tecido conjuntivo adjacente as fibras musculares e sintese excessiva de

colageno (Zanoteli 2010). Este colageno se deposita nos espacos endomisiais



e perimisiais, 0s quais se tornam aumentados, assim como a atividade de
metaloproteinases (Zanoteli 2010). A atividade gelatinolitica observada na
matriz extracelular resulta na degradacao do colageno, porém, também facilita
a migracdo e invasao dos fibroblastos nas fibras musculares perifasciculares,
as quais desenvolvem fragmentacdo do citoplasma e formag&o vacuolar

(Zanoteli et al., 2010) (Figura 2).

Figura 2: Degeneracdo da musculatura esquelética de camundongos Neul”. Da esquerda
para a direita, as imagens apresentam a progressdo da invasdo das fibras musculares por
fibroblastos (Zanoteli et al., 2010). Coloracéo por azul de toluidina, 60x.

O mecanismo responsavel pelo aumento da proliferacdo dos fibroblastos
na musculatura esquelética ainda néo foi esclarecido, porém, um estudo prévio
demonstrou que fibroblastos de pacientes com sialidose estimulados in vitro
com o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2 (IGF-2) ou com fator
de crescimento derivado de plaquetas isoforma BB (PDGF-BB) apresentaram
maior proliferacdo em relacdo a fibroblastos humanos normais (Hinek et al.,
2008, Figura 3Figura 1). Contudo, quando a incubacdo com hormonios foi
combinada ao tratamento com neuraminidase exdgena analoga a Neul, os

respectivos receptores da membrana celular foram desialilados e os



fibroblastos de pacientes passaram a se proliferar em niveis normais (Hinek et

al., 2008).

Receptor sialilado + hormonio

Receptor desialilado Receptor sialilado

(ndo respon

Vias do Akt e ERK

!

Expressdo de genes que
regulam o ciclo celular

Ndcleo Citosol Extracelular

Proliferacdo celular

Figura 3: Envolvimento da desialilacdo dos receptores de IGF e PDGF na proliferagéo celular,
segundo Hinek et al., 2008. Em condi¢des normais, a Neul clivaria os acidos sidlicos (AS) de
IGF-1R e PDGFR, reduzindo a responsividade dos horménios mitogénicos IGF-2 e PDGF-BB,
respectivamente.

Além de toda relevancia para a regulacao lisossomal, a Neul também
atua na regulacao da sinalizacao celular através da desialilacao de receptores
na membrana plasmética (Lukong et al., 2001, Pshezhetsky e Hinek, 2011,
Dridi et al., 2013), sendo importante para a modulacdo das vias dos
receptores de insulina (Blaise et al., 2013, Dridi et al., 2013), integrina B4

(Uemura et al., 2009) PDGF-BB, IGF-1 (Hinek et al., 2008), dentre outros.

1.2 Receptores de IGF-1R e de PDGFR



Os receptores de IGF (IGF-1R) e de PDGF (PDGFR) sédo proteinas
transmembrana, cujas atividades desencadeiam cascatas bioquimicas com
importancia para a regulagdo da mitose, crescimento e diferenciacao celular,
bem como apoptose de células cancerosas (Kahan et al., 2000, D'Andrea et al.,
2005). A interrupcdo destas cascatas, seja pela reducdo da quantidade do
horménio agonista ou pelo bloqueio do receptor, resulta na inibicdo do
crescimento e da proliferacéo celular, afetando a via do Akt (Kahan et al., 2000,
D'Andrea et al., 2005). Além de atuar na regulacdo destes receptores
sialilados, estudos demonstram que o aumento da expressdo da Neul pode
reduzir o potencial metastatico de melanomas e a capacidade invasiva em
tumores intestinais (Kato et al., 2001, Sawada et al., 2002), e que a atividade
da Neul inibe a via ERK1/2 e a expressao de metaloproteinases durante a
metastase no cancer de célon (Uemura et al., 2009).

A familia do IGF é composta por trés receptores de superficie celular (IR -
receptor de insulina, IGF-1R e IGF-2R), trés substratos (insulina, IGF-1 e IGF-
2) e sete proteinas de ligacdo a IGF (Adams et al., 2000, Nakae et al., 2001). O
IR e 0 IGF-1R possuem alto grau de homologia, porém regulam processos
fisiologicos distintos, como transporte de glicose e biossintese de glicogénio e
gordura (Patti e Kahn, 1998), e regulacdo do crescimento, proliferacédo e
diferenciacdo celular (Blakesley et al., 1996, Girnita et al., 2014),
respectivamente.

O IGF-1R é uma proteina transmembrana de estrutura tetramérica
sintetizada como um pro-receptor a-3 de cadeia simples e sofre protedlise e
glicosilacdo apoés sua traducédo (Sepp-Lorenzino, 1998, Adams et al., 2000). Em

seguida, o IGF-1R se converte em duas subunidades extracelulares a e duas



B, sendo que o dominio B intracelular contém quinase (Sepp-Lorenzino, 1998,
Girnita et al., 2014). Apos a ligacdo do substrato, a transduc¢éo do sinal de IGF-
1R resulta em mudancas conformacionais do receptor e na sua
autofosforilagdo (Girnita et al., 2014). Quando a autofosforilagdo esta ativa, a
tirosina quinase do IGF-1R conduz a cascatas bioquimicas que promovem a
sobrevivéncia e a proliferacao celular (Hubbard e Till, 2000, Kooijman, 2006).

A expressédo aumentada de IGF-1R, IGF-1 e/ou IGF-2 foi observada no
cancer de mama, da préstata, do trato gastrointestinal, de ovério, dentre outros
(revisado por Samani et al. (2007)). Estudos pré-clinicos demonstraram que a
inibicdo do IGF-1R seria benéfica para o tratamento do céancer (Girnita et al.,
2000, Vasilcanu et al., 2006, Yin et al., 2010). Pesquisas in vivo e in vitro
utilizando anticorpos para IGF-1R, inibidores de moléculas pequenas e
metodologia antisense mostraram que o IGF-1R é imprescindivel para o
crescimento e proliferacdo de células tumorais (Baserga, 2005, Tornkvist et al.,
2008) e que sua inibicdo reduziu o tamanho de tumores (Hartog et al., 2007,
Feng e Dimitrov, 2008, Hewish et al., 2009).

O mecanismo de inibidores da quinase do IGF-1R ocorre principalmente
pela ligacdo em sitios altamente conservados do dominio catalitico do IGF-1R,
competindo com o ATP necesséario a autofosforilacdo (Li et al., 2009). Os
inibidores de tirosina quinases que atuam no IGF-1R escolhidos para a
conducao deste estudo foram o0 OSI-906 e 0 PQ401.

O OSI-906, pertencente a classe das moléculas pequenas, inibe a
autofosforilagcdo do IGF1-R e do IR. Além disso, o OSI-906 impede a ativacéo

de cascatas bioquimicas dependentes da autofosforilacéo resultante da ligacao
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com substrato, incluindo a fosforilagdo do Akt, do ERK1/2 e do p70S6K
(Mulvihill et al., 2009).

O PQ401 é considerado um potente inibidor da sinalizagdo de IGF-1R,
também capaz de inibir a ligacdo entre o IGF-1R e o ATP (Pargellis et al.,
2002). Células MCF-7 tratadas com PQ401 tiveram reducdo na sinalizacdo
mediada por IGF-1, associada com a apoptose mediada por caspase induzida
pela via do Akt (Gable et al., 2006). Por sua vez, o tratamento com PQ401 in
vivo reduziu a taxa de crescimento de células MCNeuA implantadas em
camundongos (Gable et al., 2006).

O receptor de PDGF (PGFR) possui duas isoformas (a e ), que se
combinam em trés possibilidades: aa, BB e ap (Bonten et al., 1996, Magesh et
al., 2006). Os substratos destes receptores sdo o PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-
CC, PDGF-DD e PDGF-AB (Rusciani et al., 2010, Bonten et al., 2014), os quais
atuam em processos biolégicos diferentes (Blaise et al., 2013). Os receptores a
e B sdo semelhantes estruturalmente e ativam vias de sinalizagdo do Akt, ERK
1/2, quinases Src e fosfolipases Cy (Maurice et al., 2016). Apesar de atuarem
sobre vias semelhantes, os receptores de PDGF possuem atividade distinta: a
estimulacdo de PDGFRa inibe a quimiotaxia de fibroblastos e células
musculares lisas, enquanto, a ativacdo de PDGFRf estimula a quimiotaxia de
fibroblastos (Duca et al., 2007, Lee et al., 2014). Além disso, a via do PDGFR
esta profundamente relacionada com a regulacdo da proliferacdo e migracao
celular e sintese da matriz extracelular (MEC), atuando, portanto, sobre a
remodelacéo de tecidos e a fibrose (Maurice et al., 2016).

Os inibidores de PDGFR escolhidos para a conducéo deste estudo foram

0 JNJ-10198409 e o mesilato de imatinibe. O JNJ-10198409 é um agente
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antiproliferativo inibidor de células tumorais e antiangiogénico competidor do
ATP da tirosina quinase do PDGFR (D'Andrea et al., 2005, Ho et al., 2005),
sendo comprovadamente inibidor da progressdo de tumores em modelos de
estudo de tumores de célon humano (Waltenberger et al., 1999). De modo
semelhante, o mesilato de imatinibe também pertence a classe das moléculas
pequenas que inibem a tirosina quinase, consequentemente a autofosforilagdo
do PDGFR, da oncoproteina c-Alb e receptores c-kit (Druker, 2003, Distler e
Distler, 2008), desenvolvendo propriedades anticancer (Druker et al., 2001) e

antifibréticas (Abdollahi et al., 2005, Yoshiji et al., 2005, Distler et al., 2007).

1.3 Hipotese do estudo

Considerando 1) que o quadro de degeneracdo da musculatura
esquelética de camundongos Neul’ compreende uma série de eventos,
incluindo a proliferagdo e atividade aumentadas de fibroblastos do tecido
conjuntivo e a maior atividade de catepsina B (Zanoteli et al., 2010); 2) as
atividades de IGF-1R e PDGFR séao indevidamente reguladas em fibroblastos
humanos com deficiéncia de Neul (Hinek et al., 2008) e 3) as evidéncias de
que a Neul regula negativamente a atividade da catepsina B (Yogalingam et
al., 2008), a hipotese deste estudo é que o0 aumento da atividade de receptores
de IGF e PDGF e/ou de catepsina B poderia (m) contribuir para a degeneracéo

da musculatura esquelética (Figura 4).
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Figura 4: Hipotese dos efeitos da deficiéncia da neuraminidase 1 sobre a degeneracdo da
musculatura esquelética de camundongos. MEC - matriz extracelular; MMPs -
metaloproteinases de matriz.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Identificar se o fendtipo da musculatura esquelética de camundongos
Neul”’ pode estar associado a atividade do IGF-1R, PDGFR e/ou a sialilacdo

de catepsina B ou L.

2.2 Objetivos especificos

Analisar em musculos e fibroblastos de camundongos controle Neul** e
Neul” ndo tratados ou Neul” tratados com inibidores de IGF-1R ou de
PDGFR os parametros a seguir:

1) Expressao de Akt e ERK (formas totais e fosforiladas);
2) Proliferacao celular;

3) Expresséo de catepsina B e L.

Adicionalmente, verificar expressédo e a atividade de catepsina B e L nas
fracBes lisossomal e citosoélica apds tratamento in vitro de fibroblastos Neul”’

com neuraminidase exoégena.
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3 Métodos

3.1 Animais

Camundongos heterozigotos para a deficiéncia de Neul (Neul*") (de
Geest et al., 2002) de linhagem FVB/NJ isogénica foram cruzados e mantidos
no Centro de Bioterismo da FMUSP em temperatura e umidade controladas,
ciclos de 12 horas de luz e escuro alternados, comida e agua ad libitum. Aos 21
dias de idade foram desmamados, genotipados e mantidos em gaiolas com no
maximo outros 3 irmaos da mesma ninhada.

Camundongos normais e nocautes para o gene Neul (Neul** e Neul,
respectivamente; Figura 5) foram utilizados nos experimentos com nNita=90,
sendo 10 em padronizagOes, 20 para coleta de fibroblastos e abordagens in
vitro e 60 para procedimentos in vivo. Com o intuito de reduzir o descarte de
material biologico inutilizado, os machos foram destinados para a
experimentacéo in vivo e as fémeas para a experimentacdo in vitro. Todos os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da FMUSP (protocolo 526/13) e realizados de acordo com as normas
que estabelecem os procedimentos para o uso cientifico de animais no pais
(Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008). O estudo foi conduzido no Laboratério de

Investigacdo Médica 45 (LIM45) da FMUSP.
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Figura 5: Camundongos utilizados no estudo. O fendtipo apresentado corresponde a
camundongos Neul** e Neul”’ com 60 dias de idade. Os animais nocautes sdo menores e
apresentam hiperqueratose ao redor dos olhos.

3.2 Genotipagem

O DNA para genotipagem dos camundongos foi extraido de um fragmento
da cauda incubado em solucéo de lise (Tris 1M pH 7,5; NaCl 5M; EDTA 0,5M;
SDS 20% e proteinase K 0,2 mg/mL) durante 1 hora a 60°C. O DNA foi
submetido a PCR multiplex utilizando GoTag Green Mastermix (Promega,
M7122), 200ng de DNA e 240nM de cada oligonucleotideo (Tabela 1). A
reacao consistiu de uma etapa inicial de 98°C por 3 minutos; 35 ciclos de 98°C
por 30 segundos, 70°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos; e uma etapa
final de 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de etidio e fotografados

em transiluminador sob luz ultravioleta (Figura 6).
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados na genotipagem dos animais do estudo.
Oligonucleotideos Sequéncias 5’ - 3’ Fragmentos obtidos

MNTG1 (direto) GACAGGGATCGCCGGGAGCTATGG Direto + reverso: 160pb
MNTG2 (reverso) CACCAGGCTGAAGTCATCCTCTGC

LacZ - Lac3KO GATAGGTCACGTTGGTGTAGATGGGCG Direto + LacZ: 450pb

Neut*”~ Neu1’ Neut**

450pb

150pb

Figura 6: Representacdo dos resultados da genotipagem de um camundongo heterozigoto
(Neul*-), um nocaute (Neul”) e um normal (Neul**) para o gene Neul. Os fragmentos
amplificados na PCR multiplex apresentaram 450 e 160pb. Apenas camundongos homozigotos
foram utilizados nos experimentos, enquanto 0s heterozigotos destinaram-se exclusivamente
para a formacéo de casais.

3.3 Procedimentos in vivo

Os camundongos Neul** e Neul” utilizados nos procedimentos in vivo
(nota=60 machos) foram divididos em cinco grupos experimentais (Figura 7) e
manejados conforme dados da Tabela 2. O grupo controle foi apenas pesado
periodicamente e ndo recebeu veiculos para evitar a inclusdo de uma
guantidade excessiva de camundongos ao estudo, pois cada inibidor possuia

seu proprio veiculo. Os animais tratados receberam inibidores de IGF-1R (OSI-
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906 e PQ401) ou de PDGFR (JNJ-10198409 e mesilato de imatinibe) via
gavagem ou injecdo intraperitoneal trés vezes por semana, durante quatro
semanas (12 aplicagdes). Os animais foram pesados a cada administragéo dos
inibidores e na data da eutanasia (dia em que aconteceria a 132
administracdo). ApO6s as eutanasias, 0s mausculos tibiais anteriores e
gastrocnémios foram dissecados, pesados, congelados em isopentano
resfriado em nitrogénio liquido e estocados a -80°C até o momento das
andlises.

Os experimentos foram iniciados quando os camundongos completaram 1
més de idade, inicio da vida adulta e fase ainda pré-sintomatica para
manifestagdes decorrentes da deficiéncia de neuraminidase 1 (de Geest et al.,
2002, Zanoteli et al., 2010). Os inibidores OSI-906, PQ401 e JNJ-10198409
foram administrados seguindo parametros previamente publicados (D'Andrea et
al., 2005, McKinley et al., 2011, Troib et al.,, 2011). A dose inicialmente
escolhida para tratamento com mesilato de imatinibe constava em Akhmetshina

et al. (2009), porém foi reduzida por ter sido letal aos camundongos Neul.
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Figura 7: Desenho experimental do estudo in vivo. O grupo controle foi apenas pesado,

enquanto os tratados receberam 12 administracfes de inibidores de IGF-1R (OSI-906 e

PQ401) ou de PDGFR (JNJ-10198409 e mesilato de imatinibe) entre 1 e 2 meses de idade.
Apos este periodo, os animais foram eutanasiados, os tecidos coletados e estocados para
andlises. N=5 animais por genétipo para cada tratamento.

Tabela 2: Detalhamento dos grupos experimentais do estudo. As doses, veiculos e vias de
administracdo de inibidores de IGF-1R (OSI-906 e PQ401) ou PDGFR (JNJ-10198409 e

mesilato de imatinibe) estdo descritas para o0s grupos tratados, além da quantidade
camundongos presentes em cada grupo e genétipo. Dos 60 camundongos utilizados em
abordagens in vivo, 6 ndo sobreviveram aos tratamentos e seus dados parciais foram
desconsiderados nas analises.

Grupos Dose e veiculo Via Neul**  Neul”
Controle - - 7 7
0OSI-906 60mg/kg Gavagem 5 5

(LC Laboratories, L — 5814) Acido tartarico 25mM

PQ401 50mg/kg Intraperitoneal 5 5
(Adooq Biosciences, A11951) 8% etanol, 8% Tween 80 + 1 obito
JNJ-10198409 50mg/kg Gavagem 5 5
(LC Laboratories, J — 4567) Polietilenoglicol 400 + 1 o6bito
Mesilato de imatinibe 100mg/kg Intraperitoneal 5 5
(LC Laboratories, | — 5508) PBS + 1 6bito  + 3 6hitos

Total de camundongos: 30 30
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3.4 Seccionamento histolégico, colora¢gdes e medicéo de area das fibras

Os musculos tibiais anteriores foram montados em cortica com meio de
suporte Tissue-Tek OCT Compound (Sakura, 4583) e seccionados
transversalmente (espessura de 7um) em criostato Leica CM3000 a -30°C. Os
cortes histolégicos foram corados com hematoxilina e eosina para verificacao
do aspecto histoldgico geral ou reacdo de fosfatase &cida para avaliar a
atividade lisossomal. As secc¢Bes coradas foram fotografadas no microscopio
Olympus AX70 em aumento de 20x. O programa ImageJ (NIH) foi utilizado
para estabelecer uma escala de conversdo de micrometros em pixels a partir
da foto de uma régua com medida conhecida, também fotografada com mesmo
aumento. A area transversa de cada fibra muscular foi calculada de modo
semiautoméatico no programa Photoshop CS6 (Adobe), com base na escala
anteriormente obtida. As &reas das fibras foram mensuradas em 3 regifes

diferentes do musculo (minimo de 200 fibras por animal).

3.5 Procedimentos in vitro

3.5.1 Cultura priméria de fibroblastos

Fragmentos de pele de fémeas Neul** e Neul” (n=10 por genétipo) nao

submetidas a tratamentos foram tricotomizados, dissecados e mantidos em

meio Leibovitz's L-15 contendo penicilina 10U/mL e estreptomicina 0,1mg/mL

(P/S 1%; meio L15) até o momento da dissociacdo enzimatica. Os tecidos
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foram incubados em solucgéo de tripsina 0,2% e versene 0,02% (Instituto Adolfo
Lutz, ATV) por 45 minutos em banho umido a 37°C. Os fragmentos foram entdo
dispostos com a derme voltada para baixo e a epiderme foi removida
mecanicamente com auxilio de uma pinca curva. A derme foi lavada em PBS e
fragmentada para facilitar a dissociacdo enzimatica com colagenase tipo |
1000U/mL (Worthington Biochemical, LS004196) durante 1 hora em banho
Uumido a 37°C (vértex a cada 15 minutos). Adicionaram-se 3mL de meio Eagle
modificado por Dulbecco (do inglés, DMEM) acrescido de 20% de soro fetal
bovino e P/S 1% (meio D20) gelado para interrupcdo da atividade da
colagenase. O lisado foi vortexado vigorosamente e centrifugado durante 10
minutos a 150g e 4°C. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido
em 5mL de meio D20, centrifugado a 150g e 4°C por 5 minutos e novamente
ressuspendido em meio D20. Os fibroblastos foram semeados em placas de
100mm com meio D20 e mantidos em estufa a 37°C e 5% de CO2. O meio D20
foi trocado apés 24 e 48 horas para remocao dos debris, e trés vezes por
semana utilizando o DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino e P/S 1%

(meio D10) nas demais trocas.

3.5.2 Viabilidade celular

Para verificar a viabilidade de fibroblastos tratados com os inibidores de
IGF-1R ou PDGFR, 1 x 103 fibroblastos Neul** e Neul” (n=3 por gendtipo, P3
ou P4) foram semeados em placas de 96 pocos, em triplicata para cada

condicdo a ser analisada, com meio D10 e incubadas em estufa a 37°C e 5%
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de CO:2 por 48 horas para adesdo. Em seguida, esses fibroblastos foram
privados de soro fetal bovino overnight em meio DO e incubados em DO
contendo BSA 0,1% na auséncia ou presenca dos inibidores nas
concentragcbes de 0,01puM, 0,1uM, 1uM ou 10puM ([DMSOJsina= 0,1%), por 72
horas (duracdo do experimento 3.5.4 Estudo de proliferacdo). Foi incluido
também um controle sem células (branco) para identificar possiveis artefatos
de cor dos reagentes utilizados. Os meios contendo os inibidores foram
substituidos por brometo de tiazolil azul de tetrazolio 0,5mg/mL (MTT, Sigma-
Aldrich, M5655) dissolvido em meio RPMI-1640 incolor por 3 horas em estufa
com 5% de CO2 a 37°C. O MTT foi descartado e incubado em isopropanol
acidificado com HCI (0,04N) durante 15 minutos em temperatura ambiente, sob
agitacdo e protecdo da luz. A absorbancia das amostras foi medida no
comprimento de onda de 570nm no espectrofotometro Synergy HT (BioTek).

A média dos valores dos brancos foi subtraida da média de cada triplicata
e a viabilidade celular foi calculada como percentual da absorbancia das
amostras incubadas apenas com veiculo (do respectivo gendtipo). Os
percentuais de viabilidade foram classificados nos niveis de citotoxicidade
extremo, muito alto, alto, moderado e baixo ou nulo (Figura 8). As
concentragbes de inibidor que levaram a toxicidade extrema, muito alta ou
baixa/nula foram desconsideradas. A concentragéo de inibidor escolhida para a
conducdo dos experimentos foi a que manteve a viabilidade celular de
fibroblastos Neul’ entre 50% e 60% (citotoxicidade entre alta e moderada) e

uma viabilidade minima de 40% de fibroblastos Neul+/*.
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Figura 8: Classificacdo dos niveis de citotoxicidade dos inibidores utilizados no estudo, com
base nos percentuais de viabilidade celular ap6s tratamentos durante 72 horas. A viabilidade
das amostras incubadas com MTT foi obtida por leitura de absorbancia (570nm). Os
experimentos foram conduzidos em concentracfes de inibidores que mantiveram entre 50 e
60% da viabilidade celular em fibroblastos Neul-.

3.5.3 Estimulacgéo e inibi¢cao de IGF-1R e PDGFR

Fibroblastos Neul** e Neul”’ (n=5 por genétipo, P3 ou P4) foram
semeados em densidade de 50 x 10* células por placa de 100mm com meio
D10, mantidos nestas condi¢cdes por 48 horas e privados de soro fetal em meio
DO overnight em estufa a 37°C e 5% de CO2. O meio foi desprezado e os
fibroblastos foram incubados em:

1) Controles: DO por 1 hora com adi¢ao de IGF-1 100ng/mL ou PDGF-BB
10ng/mL por 30 minutos (Sigma-Aldrich, 18779 e SRP3229);

2) Tratados: DO na presenca de inibidores de IGF-1R ou PDGFR por 1
hora e adicdo de IGF-1 100ng/mL ou PDGF-BB 10ng/mL nos 30 minutos
seguintes.

Todas as incubagdes continham BSA 0,1% e DMSO 0,1%.
3.5.4 Estudo de proliferacao
Fibroblastos Neul** e Neul’ (n=5 por genétipo, P3) foram semeados

com densidade de 1 x 10* células sobre laminulas tratadas com poli-D-lisina

em placas de 24 pocgos e meio D10 em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apés 24
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horas, as células foram privadas de soro fetal em meio DO overnight. O meio foi
desprezado e o experimento de proliferacdo foi conduzido por 72 horas nas
seguintes condic¢des:

1) Controles: 2 horas em meio DO com adicdo de IGF-1 100ng/mL ou
PDGF-BB 10ng/mL pelas proximas 70 horas;

2) Tratados: 2 horas em meio DO e inibidores de IGF-1R ou PDGFR, com
adicao de IGF-1 100ng/mL ou PDGF-BB 10ng/mL pelas 70 horas seguintes.

Todas as incubagdes continham BSA 0,5% e DMSO 0,1%.

As laminulas contendo fibroblastos foram montadas em laminas e
coradas com meio DAPI (Vector Laboratories, H-1200). Todos os campos
foram fotografados a 20x no microscépio Olympus AX70 e os nucleos foram
contabilizados utilizando a ferramenta de contagem automatica do programa

Image J (NIH).

3.5.5 Desialilagao

Fibroblastos Neul”’ semeados para imunofluorescéncia ou para o
experimento de separacdo das fracdes citosoélica e lisossomal (itens 3.6 e 3.7)
foram privados de soro fetal em meio DO overnight, incubados em meio D10
contendo 50mU/mL de neuraminidase de Clostridium perfringens (Sigma-
Aldrich, N2876) durante 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. A
neuraminidase utilizada atua nos mesmos sitios de clivagem da neuraminidase
1 endbdgena. As células foram coletadas ou processadas de acordo com o0s

itens 3.6 e 3.7.
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3.6 Imunofluorescéncia

Para a imunocitoquimica, 2 x 102 fibroblastos (n=3 por genétipo, P3)
foram semeados com meio D10 sobre laminulas tratadas poli-D-lisina em placa
de 48 pocos. Apés a desialilagcdo (item 3.5.5), foram fixadas em
paraformaldeido 4% por 15 minutos, lavadas em PBS e fixadas em metanol por
15 minutos a -20°C. Em seguida, foram permeabilizadas em Triton-X 2% por 20
minutos, bloqueadas em BSA 1% e soro normal 10% (Vector Laboratories, S-
1000) e incubadas em anticorpo primario (Tabela 3) overnight a 4°C. Apés
novo bloqueio por 10 minutos, o anticorpo secundario foi incubado em
temperatura ambiente por 1 hora. As laminulas foram montadas em meio de

montagem com DAPI (Vector Laboratories, H-1200).

Tabela 3: Anticorpos utilizados no estudo para imunofluorescéncia.

Anticorpos Marca e codigo Hospedeiro e clone  Diluicdo
Anti-Catepsina B Cell Signaling, 31718 Coelho, D1C7Y 1: 200
Anti-LAMP-1 Abcam, ab25245 Rato, 1D4B 1: 600
Anti-coelho (Alexa Fluor 488) Cell Signaling, 4412 Cabra 1: 500
Anti-rato (Alexa Fluor 594) Abcam, ab150160 Cabra 1: 500

3.7 Separacéo das fracdes citosolica e lisossomal

As fragdes citosdlica e lisossomal de fibroblastos Neul”- (ndo tratados ou
tratados com neuraminidase segundo o item 3.5.5) e Neul** foram separadas
utilizando o Lysosome Isolation Kit (Sigma-Aldrich, LYSISO1), sendo 2 x 108

fibroblastos por amostra (n=1, P3). As células foram lisadas por maceracao na
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presenca de Extraction Buffer e centrifugadas a 1000g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado a 16100g por 25 minutos.
A fracao citosolica presente no sobrenadante desta centrifugacdo (Song et al.,
2017) foi coletada e o pellet contendo a fragéo lisossomal foi ressuspendido em

400uL de Extraction Buffer.

3.8 Atividade das catepsinas B e L

A atividade das catepsinas B e L foi quantificada nas fragfes citosoélicas e
lisossomais em placas de 96 pocos pretas com fundo preto, em duplicatas,
sendo 50ug de proteinas por replicata. Foi incluido um controle sem amostra
(branco) para descontar possiveis emissfes de fluorescéncia com origem
inespecifica. A cada replicata foram adicionados 50uL do Reaction Buffer e 2uL
do substrato fluorescente pertinente (integram os kits da Abcam ab65300 e
ab65306), incubados protegidos da luz a 37°C por 2 horas. A fluorimetria foi
conduzida no equipamento FilterMax F5 Multi-mode Microplate Reader

(Molecular Devices) com excitagcao a 400nm e emissao a 505nm.

3.9 Extracéao de proteinas

Para a extracdo de proteinas de células, as placas foram lavadas trés

vezes com PBS gelado e adicionaram-se 300uL de tampéao RIPA gelado

(EDTA 1mM; EGTA 1mM; tergitol NP-40 1%; SDS 1%; deoxicolato de sodio
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0,5%; tris - HCI 50mM; inibidor de proteases: Sigma P8340 1%; inibidores de
fosfatase: ortovanadato de s6dio 10mM; fluoreto de s6dio 50mM; pirofosfato de
sédio 10mM) para cada placa de 100mm. As células foram removidas
utilizando raspador gelado, transferidas para tubo de microcentrifuga e
mantidas em agitacdo por 30 minutos a 4°C. Para a extracao de proteinas de
tecidos, os musculos GA foram macerados em tampao RIPA (300ul de tampéao
RIPA para cada 5mg de tecido) e incubados em gelo por 30 minutos. Os
lisados celulares e musculares foram centrifugados a 16000g por 20 minutos a
4°C, e os sobrenadantes coletados. A concentragédo proteica das amostras foi
determinada pelo método de Bradford utilizando curva de diluicbes seriadas de

BSA como padrao.

3.10 Western blotting

Para a eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
foram utilizados 10ug de proteinas provenientes de células ou 50ug de
proteinas de tecidos (n=5 de cada grupo para cada genétipo), acrescidos de
tampao de corrida e B-mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas a 95°C
por 5 minutos, mantidas no gelo pelo mesmo tempo, aplicadas nos géis
(concentracéao de 8, 10 ou 12%) e submetidas a eletroforese a 100V por 1:30
hora. As proteinas foram transferidas a 50V por 45 minutos ou 1:30 hora para
uma membrana de PVDF com poro de 0,2um e posteriormente bloqueadas em
BSA 5% durante 1 hora em temperatura ambiente. As membranas foram

incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios (Tabela 4). Apoés trés
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lavagens de 10 minutos com TBS-T, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario (Tabela 4) por 2 horas em temperatura ambiente, lavadas
com TBS-T duas vezes por 10 minutos e uma com TBS por 10 minutos. Por
fim, foram expostas ao substrato quimioluminescente Immobilon Western para
HRP (Merck Millipore) durante 3 minutos e reveladas no equipamento C-Digit
Blot Scanner (Licor) por 6 minutos. A densitometria das bandas obtidas foi
calculada utilizando o programa ImageJ (NIH). A homogeneidade das amostras

foi obtida pela coloragdo das membranas com azul de Coomassie 0,08%,

seguida pela digitalizacdo e andlise no programa Image J.

Tabela 4: Anticorpos utilizados nos experimentos de western blotting.

Anticorpos Marca e codigo Hospedeiro e clone  Diluicéo
Anti-Akt Cell Signaling, 4691 Coelho, C67E7 1: 500
Anti-pAkt (S473) Cell Signaling, 4060 Coelho, D9E 1. 500
Anti-Catepsina B Cell Signaling, 31718 Coelho, D1C7Y 1: 2 000
Anti-Catepsina L Sigma-Aldrich, C2970 Camundongo, 33/2 1: 1000
Anti-ERK Cell Signaling, 4695 Coelho, 137F5 1: 500
Anti-pERK (T202/Y204) Cell Signaling, 4377 Coelho, 197G2 1: 500
Anti-LAMP-1 Abcam, ab25245 Rato, 1D4B 1:1 000
Anti-PCNA Cell Signaling, 13110 Coelho, D3H8P 1: 500
Anti-camundongo HRP Rockland, 6101319 Cabra 1: 10 000
Anti-coelho HRP Abcam, ab97051 Cabra 1: 20 000
Anti-rato HRP Abcam, ab97057 Cabra 1: 20 000
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3.11 Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk
para a escolha do teste estatistico apropriado. Foram aceitas como variacdes
significativas aquelas em que a diferenca entre os grupos resultou em um P
menor ou igual a 0,05. A analise estatistica foi feita no programa Prism 7

(GraphPad Software).
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4 Resultados

4.1 Tratamentos in vivo e in vitro com inibidores de IGF-1R e PDGFR

4.1.1 Peso corporal e muscular

O peso dos camundongos Neul** foi maior do que o peso dos Neul”’ em
todos os periodos e grupos analisados (Figura 9). Porém, os grupos do
gendtipo Neul” apresentaram maior ganho de peso ao longo do estudo.

Na data da eutandasia, apenas o peso corporal do grupo PQ401 Neul**
diferiu dos controles deste gendétipo (Figura 10A). O peso do grupo PQ401
Neul”’ também foi mais elevado do que o dos controles Neul’, assim como o
do grupo mesilato de imatinibe Neul”’. Entretanto, o grupo mesilato de
imatinibe Neul” ja iniciou os experimentos com peso superior ao controle
(P=0,006), enquanto os grupos PQ401 n&o apresentavam diferencas (P=0,076
em Neul** e P= 0,135 em Neul”).

Assim como no peso corporal, o peso dos musculos gastrocnémios e
tibiais anteriores foi maior nos camundongos Neul** em todos 0s grupos
analisados (Figura 10B). Os mdusculos tibiais anteriores do grupo PQ401
Neul** foram os Unicos que tiveram alteracdo de peso, com aumento em

relacdo aos controles ndo tratados (Figura 10C).



30

A Controles
30+
B 251
©
= 209 .
8 P .
g 15, i S
o E--B""
10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pesagens
= Neut™* - Neut1”
B Inibidores de IGFR

Peso corporal (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pesagens

4= 0S1-906 Neu1*”* - PQ401 Neut1**
-k 0SI-906 Neu1”~ -®- PQ401 Neul”

C Inibidores de PDGFR

Peso corporal (g)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pesagens

= JNJ-10198409 Neu1*’* -O- Mesilato de imatinibe Neu?**
-k JNJ-10198409 Neu1” -®- Mesilato de imatinibe Neu?”

Figura 9: Progresséo do peso corporal de camundongos Neul** e Neul” durante o estudo e
na data da eutanasia. Os camundongos controles (A) foram pesados em 12 momentos
diferentes entre o primeiro e o segundo més de vida; os demais foram pesados e tratados com
inibidores de IGF-1R (B) ou de PDGFR (C).
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Figura 10: Peso dos animais (A), musculos gastrocnémios (B) e tibiais anteriores (C) de
camundongos Neul** e Neul” na data da eutanasia dos grupos controle, tratados com
inibidores de IGF-1R ou de PDGFR. Teste de t para amostras independentes, média + desvio
padrdo. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 indicam diferencas entre genotipos; # P<0,05 e # #
P<0,01 indicam diferencas entre determinado grupo experimental e o controle do mesmo
gendtipo.
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4.1.2 Aspecto histolégico geral

Os grupos Neul** ndo presentaram alteracdes histol6gicas, porém todos
os grupos Neul” tiveram algumas regides com maior presenca de fibroblastos,
inclusive com formacdes fibréticas e invasdo de fibras musculares (Figura 11).
No entanto, 0os espacos endomisiais e perimisiais estiveram majoritariamente
preservados em todos os animais analisados. Os inibidores ndo pareceram

interferir com o aspecto histolégico geral dos camundongos analisados.
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Figura 11: Aspecto geral de musculos tibiais anteriores de camundongos Neul** e Neul”
controles, tratados com inibidores de IGF-1R ou de PDGFR. Coloracdo com hematoxilina e
eosina, aumento de 20x.
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4.1.3 Areadas fibras

A area das fibras musculares dos grupos Neul** diferiram das areas dos
Neul”’ nos grupos controle, PQ401 e mesilato de imatinibe (Figura 12). Em
ambos os gendtipos, houve aumento da area das fibras nos grupos tratados

com PQ401 e JNJ-10198409 quando comparados com o0s controles ndo

tratados.
B = omee
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Figura 12: Area das fibras de musculos tibiais anteriores de camundongos Neul** e Neul”
controles, tratados com inibidores de IGF-1R ou de PDGFR. Teste de t para amostras
independentes, média * desvio padrdo. * P<0,05 indica diferencas entre genétipos; # # P<0,01
e # # # P<0,001 indicam diferencas entre determinado grupo experimental e o controle do
mesmo genétipo.

4.1.4 Determinacao das concentracdes de inibidores para estudos in vitro

De acordo com os dados obtidos, as concentracdes 0,1uM de OSI-906,
1uM de PQ401, 0,1uM de JNJ-10198409 e 1uM de mesilato de imatinibe foram
as gque mantiveram a viabilidade de fibroblastos Neul” entre 50 e 60% (Figura

13) e nao reduziram a de fibroblastos Neul** abaixo de 40% (dados néo



apresentados). Portanto, estas foram as

conducéo dos estudos in vitro.
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Figura 13: Percentual de fibroblastos Neul” viaveis apés incubacdo por 72 horas em
diferentes concentracbes de inibidores de IGF-1R (A e B) ou PDGFR (C e D). As
concentracdes de inibidores escolhidas para utilizagdo no estudo in vitro foram aquelas que
mantiveram a viabilidade entre 50 e 60%. Média + desvio padréo.

4.1.5 Marcadores de vias moleculares

As formas totais de Akt e ERK n&o apresentaram diferencas de expressao

entre genodtipos nos grupos controle ou ndo tratados, exceto a expressao de

ERK de musculos Neul” controle comparados com os tratados com JNJ-

10198409 do mesmo genotipo (Figuras 14 a 17). A expressao de pAkt nos

musculos Neul** do grupo controle foi maior do que a dos musculos Neul” in
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vivo, porém foi menor do que nos fibroblastos Neul” tratados com IGF-1. Os
tratamentos com os inibidores OSI-906, PQ401, JNJ101-98409 e mesilato de
imatinibe in vivo causaram aumento da expressao de pAkt, enquanto os
inibidores OSI-906 e mesilato de imatinibe diminuiram sua expressao in vitro. A
expressdo de pERK néo diferiu entre os musculos Neul** e Neul”’ do grupo
controle e fibroblastos tratados com hormoénios. O inibidor JNJ-10198409
causou diminuicdo da expressdo de ERK em musculos Neul” e de pERK em
fibroblastos Neul”. O inibidor mesilato de imatinibe diminuiu a expressdo de

PERK in vivo e in vitro.
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Figura 14: Expressao de Akt (formas totais e fosforiladas) no musculo esquelético (A) e em
fibroblastos (B) de camundongos Neul** e Neul”, apés inibicdo do IGF-1R por administragao
de OSI-906 e PQ401 in vivo e in vitro. Teste de t para amostras independentes, média + desvio
padrdo. * P<0,05 indica diferencas entre gendtipos; # P<0,05 e # # P<0,01 indicam diferencas
entre determinado grupo experimental e o controle do mesmo genotipo.
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Figura 15: Expressao de ERK (formas totais e fosforiladas) no musculo esquelético (A) e em
fibroblastos (B) de camundongos Neul** e Neul”, apés inibicdo do IGF-1R por administragao
de OSI-906 e PQ401 in vivo e in vitro. Teste de t para amostras independentes, média + desvio
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Figura 16: Expressdo de Akt (formas totais e fosforiladas) no musculo esquelético (A) e em
fibroblastos (B) de camundongos Neul** e Neul”, ap6s inibicdo do PDGFR por administragédo
de JNJ-10198409 e mesilato de imatinibe in vivo e in vitro. * P<0,05 indica diferencas entre
genotipos; # P<0,05 e # # P<0,01 indicam diferencas entre determinado grupo experimental e o
controle do mesmo genotipo.
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Figura 17: Expressao de ERK (formas totais e fosforiladas) no muasculo esquelético (A) e em
fibroblastos (B) de camundongos Neul** e Neul”, ap6s inibicdo do PDGFR por administracédo
de INJ-10198409 e mesilato de imatinibe in vivo e in vitro. # P<0,05 e # # P<0,01 indicam
diferencas entre determinado grupo experimental e o controle do mesmo gendétipo.
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4.1.6 Proliferacao celular

A expressao do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) néo
diferiu entre os musculos dos grupos controle Neul** e Neul”’(Figura 18 e
Figura 19), e a expressdo de PCNA em musculos do grupo PQ401 Neul- foi
superior ao controle Neul”- (Figura 18). Ndo foram observadas alteragdes na
expressdo de PCNA no musculo de animais tratados com os inibidores de
PDGFR (Figura 19).

Com relacdo a contagem de fibroblastos tratados in vitro, o0 hormonio IGF-
1 induziu maior proliferacdo em células Neul” (Figura 18). A combinacgéo de
IGF-1 e 0OSI-906 reduziu o numero de fibroblastos Neul”’ ao final do
experimento, atingindo valores equivalentes aos de Neul**. A combinacao de
IGF-1 e PQ401 aumentou o numero final de fibroblastos Neul** em relagéo as
células apenas tratadas com IGF-1. O horménio PDGF-BB nao induziu
proliferacdo celular diferenciada entre os gendtipos (Figura 19), porém a
combinacdo com o inibidor mesilato de imatinibe reduziu o nimero final de
fibroblastos Neul** e Neul’ em relacdo as células apenas tratadas com

PDGF-BB.
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Figura 18: Expressdo de marcador de proliferacdo celular (PCNA) em musculos de
camundongos tratados in vivo com os inibidores de IGF-1R OSI-906 e PQ401 (A) e contagem
de fibroblastos tratados com IGF-1 ou IGF-1 e inibidores apds 72 horas de incubacao in vitro
(B). Teste de t para amostras independentes, média + desvio padrdo. *** P<0,001 indica
diferencas entre genétipos; # P<0,05 indica diferenca entre determinado grupo experimental e
o controle do mesmo genotipo.
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Figura 19: Expressdo de marcador de proliferacdo celular (PCNA) em musculos de
camundongos tratados in vivo com os inibidores de PDGFR JNJ-10198409 e mesilato de
imatinibe (A) e contagem de fibroblastos tratados com PDGF-BB ou PDGF-BB e inibidores
ap6s 72 horas de incubacdo in vitro (B). Teste de t para amostras independentes, média +
desvio padrdo. # P<0,05 indica diferengas entre determinado grupo experimental e o controle
do mesmo genotipo.

4.1.7 Fosfatase acida

A marcacdo de atividade de fosfatase acida em mdusculos Neul** foi
baixa ou nula em todos os grupos analisados e ndo se alterou com a

administracao dos inibidores (Figura 20). Apesar de a marcagao de fosfatase
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acida ter sido mais elevada em todos os grupos Neul”’ do que nos musculos
normais, os tratamentos ndo pareceram aumentar a atividade lisossomal em
relacdo aos controles do mesmo genotipo em areas mais extensas, ainda que
a quantidade de infiltrados pareca ter aumentado no grupo PQ401 Neul”
(Figura 20).
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Figura 20: Atividade lisossomal em musculos tibiais anteriores de camundongos Neul™* e
Neul” controles, tratados com inibidores de IGF-1R (OSI-906 e PQ401) e PDGFR (JNJ-
10198409 e mesilato de imatinibe). A intensidade das marcacbes de cada grupo foram
classificadas com os simbolos + e ++. Marcagdo com fosfatase acida, Aumento de 20x.
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4.1.8 Expressdo das catepsinas B e L nos musculos

A expressao muscular de catepsina B (Figura 21 e Figura 22) foi maior
nos animais Neul’ em todos os grupos analisados, com excecdo dos tratados
com OSI-906, que ndo presentaram diferencas entre os genotipos. Entretanto,
este mesmo grupo apresentou reducdo na expressdo de catepsina B dos
musculos Neul”’ quando comparados com os controles ndo tratados do
mesmo gendtipo. Com relacdo a catepsina L, houve reducdo significativa
apenas na expressdo de animais tratados com JNJ-10198409 Neul’ em

relacdo aos Neul** tratados e ao grupo Neul” controle (Figura 22).
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Figura 21: Expressao das catepsinas B (A) e L (B) em musculos de camundongos tratados in
vivo com os inibidores de IGF-1R OSI-906 ou PQ401. Teste de t para amostras independentes,
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média + desvio padrdo. * P<0,05 indica diferencas entre genétipos; # P<0,05 indica diferencas
entre determinado grupo experimental e o controle do mesmo gendtipo.
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Neul +/+ -/ +/v o/ 4+ o
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Figura 22: Expressao das catepsinas B (A) e L (B) em musculos de camundongos tratados in
vivo com os inibidores de PDGFR JNJ-10198409 ou mesilato de imatinibe. Teste de t para
amostras independentes, média + desvio padrdo. * P<0,05 indica diferencas entre gendtipos; #
# # P<0,001 indica diferencas entre determinado grupo experimental e o controle do mesmo
gendtipo.

4.1.9 Resumo dos resultados da inibi¢céo de IGF-1R e PDGFR

A Figura 23Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. resume 0s
principais resultados obtidos ap0s os tratamentos in vitro e in vivo com 0s

inibidores de IGF-1R e PDGFR.
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In vitro
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Figura 23: Resumo dos resultados das analises da inibicdo de IGF-1R e de PDGFR in vivo e in
vitro, com enfoque nos resultados obtidos para o genétipo Neul”. Na deficiéncia de Neul nédo
ha regulacdo negativa de IGF-1R e PDGFR, condicdo representada pela ligacdo com de acido
sidlico (AS) aos receptores ativados (coloridos). A imagem indica ainda a inibicdo dos
receptores com substancias antagonistas e a estimulacdo dos mesmos com seus hormdénios
agonistas.
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4.2 Tratamento de fibroblastos Neul”’ com neuraminidase

A imunofluorescéncia de fibroblastos controles Neul** demonstra a
colocalizacdo da enzima catepsina B e dos lisossomos (marcacao por LAMP-
1), ao passo que nos fibroblastos controles Neul”’- a marcacdo de catepsina
estava presente tanto nos lisossomos como também dispersa no citoplasma
(Figura 24). O tratamento com neuraminidase fibroblastos Neul”- diminuiu a
presenca de catepsina B no citoplasma, indicando que a neuraminidase
possivelmente atua no seu processamento e/ou compartimentalizagéo (Figura
24). No intuito de confirmar esta hipdtese, a andlise da expressdo e da
atividade de catepsina B foi realizada isoladamente nas fragbes lisossomal e
citosdlicas desses fibroblastos. O tratamento com neuraminidase em
fibroblastos Neul” praticamente anulou a presenca de catepsina B no citosol
(Figura 25A), além de ter aumentado sua atividade lisossomal e reduzido a
citosdlica (Figura 25B). Nenhuma alteragdo foi identificada na expresséo e

atividade de catepsina L.
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Catepsina B LAMP-1 Merge

Controle
Neu1**

Controle
Neu1”

Neuraminidase
Neu1”

Figura 24: Imunofluorescéncia de fibroblastos Neul** e Neul” tratados ou ndo com
neuraminidase, com marcacéo de lisossomos (LAMP-1) e catepsina B. Aumento 100x.
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Figura 25: Expresséo proteica (A) e atividade (B) das catepsinas B e L nas fracdes citosélicas
(Cit.) e lisossomais (Lis.) de fibroblastos Neul** e Neul” que n&o sofreram intervencdes e
fibroblastos Neul’ tratados com neuraminidase. A proteina LAMP-1 foi utilizada por ser um
marcador exclusivo da membrana lisossomal, no intuito de atestar a fra¢éo celular utilizada.
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5 Discussao

O objetivo deste estudo foi identificar se o IGF-1R, PDGFR e/ou a
catepsina B poderiam ser relevantes para o estabelecimento do quadro de
degeneracdo da musculatura de camundongos Neul”-. Com intuito de observar
possiveis efeitos de forma sistémica e isolada, foram realizadas andlises de
musculos provenientes de animais tratados in vivo e células de cultura primaria
de fibroblastos tratados in vitro com inibidores de IGF-1R ou de PDGFR.
Adicionalmente, os efeitos da catepsina B foram observados separadamente
nas fragbes citosolica e lisossomal de fibroblastos tratados ou ndo com
neuraminidase exdgena.

As analises morfométricas e histolégicas apos tratamentos com inibidores
de IGF-1R ou PDGFR in vivo revelaram menor peso muscular e area da
seccéo transversa das fibras musculares em camundongos do grupo controle
Neul”, corroborando os estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (Zanoteli
et al., 2010, Neves et al., 2015). Por outro lado, embora ocorra aumento na
proliferacdo de fibroblastos em estagios avancados da degeneracdo muscular
na deficiéncia de Neul (Zanoteli et al., 2010), ndo foi observado o aumento na
expressdo de PCNA nos musculos do grupo controle Neul”-. Apesar da analise
histologica indicar regides de aumento de celularidade, possivelmente a
proliferacéo de fibroblastos ainda néao atingiu niveis significativos nos periodos
analisados neste estudo. No entanto, a tendéncia para maior proliferacéo
celular de fibroblastos Neul”’ versus Neul** foi confirmada nos experimentos

in vitro apos a incubacdo com IGF-1.
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Os tratamentos in vitro com IGF-1 e PDGF-BB resultaram em maior
expressao de pAkt nos fibroblastos Neul”- em relacédo aos fibroblastos Neul**,
embora a expressao de pAkt nos musculos do grupo controle Neul” tenha sido
menor. Quadros de atrofia muscular com reducdes na expressédo de pAkt sédo
tradicionalmente relacionados a inibicbes da via do IGF-1 (revisado por
Schiaffino et al. (2013), porém o presente estudo confirmou as observacoes de
Hinek et al. (2008), indicando que o receptor de IGF-1 é mais responsivo na
deficiéncia de Neul. Ja foi descrito na literatura que atrasos no
desenvolvimento embrionério com causas genéticas podem gerar adultos com
menor peso e estrutura corporal, e, consequentemente, musculos menores,
mimetizando uma atrofia muscular (Sandri, 2008). Ndo h& estudos sobre o
desenvolvimento embrionario da musculatura esquelética de camundongos
Neul”, contudo, eles sdo menores em comparagédo aos camundongos Neul**
desde o nascimento. Além disso, apresentam atrasos na miogénese durante o
processo de regeneracdo muscular induzida por injecdo de cardiotoxina, com
expressao tardia de MyoD, miogenina e isoformas imaturas de miosina e
presenca de fibras musculares atréficas ao final dos 28 dias de estudo (Neves
et al., 2015).

Ao estimular os fibroblastos Neul’ com PDGF-BB e trata-los com
inibidores de PDGFR, houve queda na expressao de pAkt e pERK, associada
com diminuigdo da proliferagéo celular em relagédo aos controles do mesmo
genotipo. A estimulacdo de IGF-1R e sua respectiva inibicdo causou redugéo
na expressao do pAkt, porém aumentou a proliferacdo celular. Uma possivel
explicacdo é que a coleta dos fibroblastos para extracdo de proteinas foi

realizada na fase aguda dos tratamentos (30 minutos de incubagdo com
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hormonio), e, aparentemente, os efeitos da inibicdo de IGF-1R n&do duraram até
0s estagios mais tardios do experimento para verificagdo da proliferagéo.

A expressao reduzida de pAkt verificada nos fibroblastos Neul” tratados
in vitro ndo se replicou apés os tratamentos in vivo dos camundongos Neul”. A
elevacdo na expressdao de pAkt nos camundongos foi acompanhada por
incremento na area das fibras e na massa muscular. No caso da inibicdo do
IGF1-R in vivo houve ainda elevagao na expressdo de PCNA, combinada com
aumentos de regides com infiltrados, o que sugere aumento de proliferagdo de
fibroblastos. Esses eventos foram inesperados, uma vez que os inibidores
justamente bloqueiam a acédo de receptores sialilados capazes de iniciar as
cascatas bioquimicas que levariam a proliferacdo e ndo houve comprovagao
dos resultados in vitro. Uma possibilidade é que foram aplicados inibidores
especificos para IGF-1R ou PDGFR in vivo, e o inibidor ndo bloqueado
continuaria autuando hipersialilado. Hipoteticamente, a inibicdo de uma via de
sinalizagdo favoreceria o estimulo de outras vias bioquimicas néo inibidas. O
mesmo efeito ndo poderia ser observado nos experimentos in vitro, pois a
estimulacdo hormonal da atividade dos receptores foi agonista para cada
receptor isoladamente, dificultando ou inibindo ac¢des de outras vias
bioguimicas.

A expressao das catepsinas B e L ndo diferiram entre os genoétipos apos
os tratamentos in vitro com inibidores de IGF-1R e PDGFR, entretanto, a
expressdo de ambas as catepsinas se alteraram ap0s os tratamentos in vivo,
com diminuicdo na expressao de catepsina B quando o receptor de IGF-1R foi
inibido e a reducédo na expressao de catepsina L apos a inibicdo de PDGFR.

Os processos de degradacao e reciclagem do IGF-1R e do PDGFR ocorrem



54

por uma combinacdo de ubiquitinacdo e acao lisossomal (Girnita et al., 2003,
Sehat et al., 2008, Goh e Sorkin, 2013) e, curiosamente, as catepsinas L e B
estdo envolvidas com a regulacdo e protedlise de IGF-1R e PDGFR
respectivamente (Okuyama et al., 2001, Navab et al., 2008). Estudos futuros
poderdo analisar a expressao das pro-catepsinas e a atividade das catepsinas
B e L para uma melhor compreensao funcional destas enzimas e da possivel
relacdo com a regulacado de IGF-1R e PDGFR na deficiéncia de Neul.

A expressao de catepsina B in vitro foi mais alta nos fibroblastos com
deficiéncia de Neul do que nos fibroblastos normais, ao passo que a
expressdo de catepsina L ndo diferiu. Esta observacdo corrobora as
expressoes obtidas em musculos Neul** e Neul’” dos grupos controle,
sugerindo que a catepsina B € mais relevante na deficiéncia de Neul do que a
catepsina L. Além disso, h4 maior atividade da catepsina B nas fracdes
lisossomais e citosdlicas, e o tratamento com neuraminidase ndo alterou a
atividade de catepsina L.

Conforme demonstrado por western blotting, o tratamento de fibroblastos
Neul’ com neuraminidase reduziu/corrigiu o peso molecular da catepsina B,
tanto na fracdo citosélica como na lisossomal, indicando desialilacdo. Além
disso, houve transferéncia da catepsina B do citosol para os lisossomos,
indicando compartimentalizacdo. Observamos ainda reducdo da atividade da
catepsina B citosolica e aumento da atividade de catepsina B lisossomal. Neste
sentido, a ndo compartimentalizacdo da catepsina B torna-se relevante ao
quadro de degeneracdo muscular descrito nos camundongos Neul”, pois ja foi
verificado que sua sintese e atividade sdo aumentadas nos musculos

esqueléticos desses animais (Zanoteli et al., 2010).
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Em suma, reunindo informagbes de outros trabalhos e do presente
estudo, postulo que o quadro muscular caracteristico na deficiéncia da Neul
parece ser iniciado durante o desenvolvimento embrionario dos camundongos,
uma vez que nascem com reducdo no peso e na massa muscular. Essa
diminuicdo na massa muscular passaria a ser comprometida secundariamente
pela acdo dos fibroblastos que apresentam alta taxa proliferativa,
possivelmente com a contribuicdo da ativacdo de vias mediadas pelos
receptores de IGF e PDGF. Por serem tipicamente quiescentes, as células que
compdem as fibras musculares sdo sobrepujadas pela capacidade proliferativa
dos fibroblastos sob estimulo hormonal, mantendo o quadro de atrofia ao longo
da vida, em conjunto com a degeneracdo das fibras realizada pelos
fibroblastos. Essa destruicdo pode também ser relacionada com a atividade de
catepsina B ndo alocada nos lisossomos, embora ela seja menor quando

comparada a sua atividade étima no lumen lisossomal.
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6 Conclusdes

Os resultados apresentados permitem concluir que a atividade de IGF-1R,
PDGFR e a acdo da catepsina B estdo potencialmente relacionados com o

fenétipo muscular de camundongos Neul.
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7 Anexos
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