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RESUMO

LOPES, V. F. Caracterizagdo funcional das diferentes linhagens de modelos murinos
para distrofias musculares. 2010. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto
de Ciéncias Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2011.

As distrofias musculares constituem um grupo heterogéneo de doencas genéticas,
caracterizadas por uma degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura esquelética.
Modelos murinos tornaram-se uma ferramenta importante para o estudo de doencas genéticas.
O camundongo mdx é o modelo murino da Distrofia de Duchenne, o camundongo SJL/J é o
modelo da distrofia das Cinturas 2B. Para o defeito de glicosilagdo existe o camundongo
Large™? e para a DM Congénitas 1A tem-se o modelo Lama2¥?/J. Estes modelos
apresentam padrdes variados de fragueza muscular. Tendo-se em vista a crescente
importancia do uso destes para testes terapéuticos, faz-se necessario estabelecer parametros de
avaliacdo funcional para as doencas neuromusculares, que visem a sua utilizagéo para avaliar
os beneficios clinicos de futuras terapias. Para tanto, foram avaliados grupos de camundongos
das diferentes linhagens para distrofias musculares, comparados com o camundongo normal
C57Black6. Os testes padronizados foram: 1) nado forgcado em piscina padronizada, com
contagem de tempo dos atos de nadar, flutuar e submergir; 2) avaliagdo de
resisténcia/equilibrio pelos membros anteriores e pelos quatro membros, com contagem de
tempo de suspensdo em barra de metal; 3) caminhar em plataforma estreita suspensa, para
avaliacdo de equilibrio e facilidade de utilizacdo dos membros ao longo dela; 4) suspensao
dos animais pela cauda para observacdo dos padrdes de movimentos dos membros e dos
demais grupamentos musculares; 5) medidas de maior forga muscular dos membros anteriores
e posteriores em aparelho grip strength e 6) rota rod que evidenciou a coordenacéo, o balanco
motor e a resisténcia a fadiga dos animais em um sistema de rotor cilindrico acelerado. Ao
longo das avaliages funcionais realizadas, foi possivel verificar diferencas evidentes entre as
linhagens estudadas, o que reflete os diferentes mecanismos patofisiol6gicos envolvidos. O
teste de resisténcia por fixacdo na barra foi informativo para as linhagens mdx, e Large™?, o
teste de suspensdo pela cauda auxiliou a verificar fraqueza nas linhagens SJL/J, Lama2¥*/J e

Large™

, @ 0 teste do nado forgado permitiu uma avaliagéo diferencial das linhagens SJL/J e
mdx. Verificou-se também que as avaliacOes através de equipamentos especificos tais como
0 Grip strength e do Rota rod produziram resultados paramétricos mais precisos. A partir
dos testes utilizados, comprovou-se a existéncia de diferentes padrdes de forca, resisténcia,

coordenacdo motora e aprendizagem/memdria ao longo do tempo de vida de cada linhagem.



Portanto, estes testes funcionais foram de suma importancia para tragar linhas de pesquisas
que visem analisar terapias celulares e/ou farmacol6gicas por implantar 0s mesmos como

auxilio na busca de resultados satisfatorios.

Palavras-chaves: Modelos animais. Testes funcionais. Distrofias muculares progressivas.



ABSTRACT

LOPES, V. F. Functional characterization of different strains of murine model for
muscular dystrophies. 2010. 63 p. Master thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Muscular dystrophies are a heterogeneous group of genetic diseases characterized by a
progressive and irreversible degeneration of skeletal muscles. Murine dystrophic models are
important tools for studying these diseases. Among them, the mdx is the murine model for
Duchenne dystrophy, the SJL / J mouse is the model for limb-girdle muscular dystrophy 2B,

29213 mouse is a

the Large™" mouse presents a defect of glycosylation, and the Lama
model for Congenital DM 1A . These models show varying patterns of muscular weakness.
Considering the growing importance of their use for therapeutic trials, it is necessary to
establish parameters of their functional performance, which are intended to be used to
evaluate the clinical benefits of future therapies. For this, groups of mice of different strains
for muscular dystrophy were evaluated compared to normal C57Black6é mice. The
standardized tests were: 1) forced swimming in standardized pool, timing the acts of
swimming, floating and sinking, 2) evaluation of resistance / balance by forelimb and four
members, timing the suspension in a metal bar, 3) walk in narrow suspended plataform, to
evaluate the balance and limb use easiness along it, 4) animal suspension by the tail to
observe the patterns of limb movements and other muscle groups; 5) measures of greater
muscle strength of forelimbs and hindlimbs in grip strength apparatus and 6) rota rod
coordination, balance and motor fatigue resistance of the animals in an accelerated cylindrical
rotor system. Over the performed functional evaluations, we observed clear differences
between strains, reflecting the different pathophysiological mechanisms involved. The
endurance test by setting on the bar was informative for the strains mdx and Large™9, the tail
suspension test helped to verify weakness in strains SJL / J, Lama2dy-2J / J and Large™", and
the forced swimming test allowed a differential evaluation of strains SJL / J and mdx. It was
also noted that the evaluations by special equipment such as Grip strength and Rota rod
produced more accurate parametric results. From the tests used, we proved the existence of
different patterns of strength, endurance, coordination and learning / memory over the lifetime
of each dystrophic strain. Therefore, these functional tests allowed tracing parameters to be

used in future studies of cell and/or pharmacology therapies.

Keywords: Animal models. Functional tests. Progressive muscular dystrophies.
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1 INTRODUCAO

As distrofias musculares constituem um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas
por uma degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura esquelética (VAINZOF e
ZATZ, 2003). Foram mapeados genes responsaveis por mais de 30 formas de distrofia, cuja
heranca pode ser autossomica dominante, autossomica recessiva e ligada ao cromossomo X.

No entanto, sabe-se que existem formas ainda nao identificadas (ZATZ, 2001).

1.1 Distrofia muscular de Duchenne e distrofia muscular de Becker

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) € caracterizada por fraqueza muscular
progressiva, iniciada na infancia e com morte precoce na juventude (EMERY, 2002a).

A DMD afeta 1 em cada 3.500 meninos nascidos vivos, enquanto sua forma alélica, a
Distrofia Muscular de Becker (DMB), afeta aproximadamente 1 em cada 30.000 individuos.
Ambas apresentam padréo de heranca recessivo ligado ao cromossomo X, e sdo causadas por
mutacdes no gene DMD que codifica a proteina distrofina. O gene DMD se localiza no
cromossomo Xp21, é composto por 79 exons distribuidos ao longo de 2 milhdes de pares de
bases, e transcreve um RNA mensageiro de 14 kb (ZATZ, 2001; HOFFMAN et al., 2001). A
proteina distrofina é composta por 3650 aminoacidos e com peso molecular de 427 kDa.

Sabe-se que a grande maioria das mutacGes encontradas nos pacientes com DMD E
DMB sdo delecdes de DNA em cerca de 60% dos casos (GARDNER-MEDWIN, 1968;
NAWROTZKI, 1996). A diferenca entre as delecBes que causam a DMD e a DMB ¢
explicada pela manutencdo ou ndo do quadro de leitura do RNA mensageiro, ou seja, na
DMD a delecdo ¢é fora de fase, o quadro de leitura ndo é mantido levando a uma proteina
truncada que é destruida pela célula; ja na DMB a delecdo mantém o quadro de leitura do
RNAmM e leva a producdo de uma proteina reduzida quantitativamente ou qualitativamente,
porém semi/funcional (ZATZ, 2001).

1.2 Distrofias musculares congénitas

As distrofias musculares congénitas formam um grupo heterogéneo de doencas
musculares caracterizado clinicamente pela presenca de hipotonia neonatal, atraso no
desenvolvimento motor, grau varidvel de contraturas articulares, e possivel associacdo com

anormalidades no sistema nervoso central ou olhos. O quadro clinico tende a ficar estavel,
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mas alguns pacientes apresentam uma evolugdo clinica lenta e progressiva. Pode ocorrer
também comprometimento respiratério e da degluticdo (DUBOWITZ, 1995).

Nas ultimas duas décadas, as diferentes variantes de distrofia muscular congénita foram
organizadas em categorias especificas, com base nas principais caracteristicas clinicas e, mais
atualmente, também em funcdo dos defeitos genéticos e bioquimicos priméarios. Foram
identificados dez genes que causam formas especificas de distrofias congénitas, mas se
acredita em uma heterogeneidade ainda maior.

Atualmente, a classificacdo internacional reconhece as seguintes categorias de genes
responsaveis pela doenga:

1. Genes codificadores das proteinas estruturais da membrana basal ou matriz
extracelular das fibras musculares esqueléticas: cadeia o-2 laminina, alfa-7
integrina e colageno VI,

2. Genes codificadores de glicosiltransferases demonstram-se candidatos por
afetar a glicosilacdo da alfa-distroglicana (a-DG), uma proteina de membrana
externa da membrana basal: genes POMT1, POMGnNTL, fukutin, fukutin-
related protein (FKRP), Large.

Uma das formas conhecidas é a distrofia muscular congénita do tipo Fukuyama, mais
comumente encontrada no Japdo. Essa doenca provoca intensa fraqueza dos musculos faciais
e dos membros, hipotonia muscular generalizada, contraturas articulares, e geralmente se
manifesta antes dos nove meses de idade. A maioria das criangas apresenta retardo mental,
distarbios de fala e convulsGes. O gene responsavel por esta forma foi localizado no
cromossomo 9.

Na chamada “forma classica” ou “forma ocidental”, os pacientes com distrofia
congénita tém sintomas semelhantes aos do tipo Fukuyama, mas geralmente ndo apresentam
comprometimento da inteligéncia. Em cerca de 50% destes casos classicos ou ocidentais a
doenca é causada por mutagdes em um gene localizado no cromossomo 6, que codifica a
cadeia a2 da laminina muscular. Mutag6es neste gene resultam na deficiéncia desta proteina
e provavel ruptura da ligagdo com o complexo Complexo Distrifina-Glicoproteinas (DGC).
Esses pacientes apresentam alteracGes da substancia branca do cérebro (regido com presenca
de grande quantidade de um material esbranquicado denominado mielina, que envolve certos
prolongamentos dos neurdnios — 0s axbnios) observadas por exames tomograficos ou por
ressonancia magnética. A maioria dos pacientes com distrofia muscular congénita causada

pela deficiéncia de merosina (distrofia congénita merosina-negativa) nunca chega a andar. O
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diagnostico da distrofia muscular congénita merosina-negativa é estabelecido por bidpsia
muscular (EMERY, 2002b).

Novas formas de distrofias musculares foram recentemente associadas a mutacdes em
genes que codificam enzimas glicosiltransferases, que contribuem para a glicosilagdo da
proteina a-DG. Interessantemente, a andlise de proteinas em bidpsias musculares destes
pacientes mostra uma hipo-glicosilagdo da a-DG e reducdo significativa de numerosos
ligantes da matriz extracelular (MUNTONI et al., 2002a).

Dentro deste grupo de doencas, nota-se a forma congénita 1C (CMD-1C), causada por
mutacbes no gene FKRP (fukutin-realated protein) que codifica uma possivel
glicosiltransferase (BROCKINGTON et al., 2001). Além disso, uma nova forma de distrofia
muscular congénita, a CMD-1D, foi associada a mutacdes no gene LARGE (LONGMAN et
al., 2003). Este gene esta envolvido na glicosilacdo da proteina a-DG, membro essencial na
formacdo e funcionamento do complexo DGC muscular. Portanto, o estudo da via de
glicosilacdo de proteinas musculares se tornou muito importante na compreensdo de novos
mecanismos causadores de doenc¢as neuromusculares humanas (GREWAL e HEWITT, 2003;
BARRESI et al., 2004).

1.3 Distrofia muscular de cinturas

As distrofias musculares das cinturas (DMCs) ou em inglés, Limb-girdle muscular
dystrophies (LGMD), representam um grupo clinico e geneticamente heterogéneo de doencas
musculares degenerativas, uma vez que formas distintas entdo mapeadas em diferentes
regides do genoma (BUSHBY et al., 1995a, 1995b, 1996; BECKMANN et al., 1999). O
padrdo de heranca das diferentes formas pode ser autossémico dominante ou recessivo.

A DMC caracteriza-se por uma fraqueza proximal das cinturas dos membros (cinturas
pélvica e escapular) e do tronco (ZATZ, 2001). Ja foram identificadas mutacdes em 15
diferentes genes responsaveis por esse quadro clinico. As formas autossomicas dominantes
sdo muito raras (encontradas em cerca de 10% dos casos) e, em geral menos graves que as
formas recessivas. Muitas dessas doencas estdo associadas a envolvimentos cardiacos com
significancia clinica, como observado nas formas 1B, 1D, 2C, 2E e 2F (EMERY, 2002a).

As mutacdes genéticas responsaveis pelas diferentes formas de DMC levam a
deficiéncia de proteinas especifico-musculares, como: Sarcoglicanas (a-SG-DMC2D, B-SG-
DMC2E, y-SG-DMC2C e 6-SG-DMC2F), Calpaina (DMC2A), Disferlina (DMC2B),
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Teletonina (DMC2G), FKRP (fukutin-relate-protein), entre outras (VAINZOF e ZATZ,
2003).

A forma 2B de herancga autosssdmica recessiva esta associada a mutacdes no gene que
codifica a proteina disferlina, localizada na membrana do musculo esquelético (BANSAL e
CAMPBELL, 2004). O gene situa-se na regido 2pl2-pl4, é formado por 55 exons e é
transcrito em um RNAm de 8,5kb. A disferlina apresenta um dominio transmembrana e seis
dominios citoplasméaticos C2 Ca*" dependentes, que se ligam a fosfolipidios e proteinas da
membrana citoplasmatica, cuja funcdo é de mediar a fusdo de membranas e transducdo de
sinais das células musculares (DAVIS et al., 2000).

Fazendo parte também desse grupo de doencas, a DMC2I é causada por mutagcdes no
gene FKRP. Seu produto génico compreende uma proteina de membrana tipo Il que, apesar
de ter funcdo ainda desconhecida, de acordo com estudos comparativos da seqliéncia de
aminoacidos dessa proteina, ela deve provavelmente ser uma fosfoligante-transferase, assim
como a proteina fukutina (GREWAL et al, 2003).

1.4 Estrutura do musculo

O tecido muscular é constituido por células de morfologia alongada e que contém
grande quantidade de filamentos citoplasmaticos altamente organizados, responsaveis pela
contracdo muscular. Este pode ser dividido em liso, estriado esquelético ou estriado cardiaco,
conforme a sua morfologia e funcéo.

O musculo estriado esquelético é formado por feixes de células cilindricas longas e
multinucleadas, que apresentam estriagdes transversais. As fibras musculares possuem
contracdo rapida, vigorosa e sujeita ao controle voluntario. Estas fibras se originam da fuséo
de mioblastos e, a observacdo por microscopia eletronica revela que as listras se originam da
estrutura em bandas de miofibrilas maltiplas, compostas principalmente por actina e miosina
(JUNQUEIA e CARNEIRO, 1995).

As miofibrilas, de diametro de 1 a 2 um, correm longitudinalmente a fibra muscular e
apresentam repeticdo de unidades iguais, os sarcOmeros. Cada sarcomero € formado
principalmente por filamentos de actina e miosina, dispostos longitudinalmente, organizados
numa distribuicdo simétrica e paralela. Intercaladas com a actina, situam-se as moléculas de
tropomiosina e troponina, que auxiliam na organizagdo e na ativagdo da cascata contratil, pela

ligagdo com calcio e pela exposi¢do dos sitios de ligagdo da actina as cabegas de miosina.
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O conjunto de miofibrilas é, por sua vez, ligado a membrana plasmética da célula
muscular por meio de diversas proteinas que tém afinidade pelos miofilamentos e por
proteinas da membrana plasmatica. A distrofina, por exemplo, € uma proteina de localizacéo
sub-sarcolemal, que se liga aos filamentos de actina e a um complexo de proteinas integrais
da membrana plasmética — denominado complexo distrofina-glicoproteinas associadas (DAG
ou DGC) (ERVASTI et al., 2001a).

O DGC é um complexo oligomérico, formado pelos sub-complexos distroglicano (o.-
e B-DG), sarcoglicano (o, B-, y-, 6- € &-SG), sintrofinas, e distrobrevinas. A associacdo da
distrofina ao complexo DGC é feita através de sua ligacdo a proteina -DG. A proteina B-DG
esta associada ao complexo transmembranoso sarcoglicano, e também a proteina periférica de
membrana a-DG. A proteina a-DG é altamente glicosilada e estudos relacionados a este
processo sugerem que este mecanismo teria importante funcéo na ligacéo e interagdo da o-
DG na matriz extracelular, através da proteina laminina 2. A laminina 2 é composta por trés
cadeias, sendo uma delas a cadeia a2. Desta forma, o DGC promove a ligagdo entre as
proteinas internas da fibra muscular (ligacdo actina-distrofina), e a matriz extracelular
(associacdo a-DG-laminina 2) (Figural) (MUNTONI e VOIT, 2004).

O bom funcionamento destas proteinas e do complexo DGC seria responséavel pelo
correto mecanismo de contragdo muscular (ERVASTI e CAMPBELL, 1993b), visto que
mutacdes nos genes que codificam as diversas proteinas causam doencas neuromusculares no

homem.

Dystrophi‘n-associated
glycoprotein complex

C-terminus
Dystrophin

s

<OU™ Linking proteins

Actin-binding i Actin filaments

Figura 1 - Complexo distrofina glicoproteinas associadas
(BYRNE et al., 2003).
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1.5 Degeneracdo muscular

A degeneracdo muscular é o processo de perda das caracteristicas estruturais da
musculatura esquelética, como resultado de lesdes ou como conseqiiéncia de mutacdes nas
proteinas componentes da fibra muscular. O desequilibrio causado por estes fatores leva a
instabilidade do sarcolema e danos causados pelo movimento de contracdo (ALDERTON e
STEINHARDT, 2000). Apés o dano ao sarcolema, um aumento no influxo de calcio foi
observado (ALDERTON e STEINHARDT, 2000), o que, por sua vez, pode tornar as fibras
musculares mais suscetiveis a necrose, uma das principais caracteristicas patoldgicas das
distrofias musculares. Com a necrose ocorre o rompimento da fibra muscular e
extravasamento do seu citoplasma, que leva ao grande aumento de algumas enzimas
sarcoplasmaticas, como a creatinina quinase, no soro de pacientes portadores de distrofia
muscular (COHN e CAMPBELL, 2000).

Quanto ao processo de degeneracdo muscular, Zanotti e colaboradores (2007)
procuraram investigar se 0s componentes da matriz extracelular contribuem para a fibrose
observada nas distrofias musculares, principalmente DMD. Foram quantificados transcritos e
proteinas em culturas de miotubos de pacientes com DMD e controles. Os autores analisaram
TGFp-1, decorina, metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, TIMP 1, 2 e 3, coldgeno 1 e 6 e
miostatina. Estes concluiram que a expressdo dos transcritos e proteinas de varios
componentes da matriz extracelular estd alterada nas células musculares DMD in vitro,
indicando que estas células contribuem para o processo patolégico, ja que a inflamacdo e
degeneracdo caracteristicas de DMD in vivo estdo presumivelmente ausentes em cultura.
Também observaram que a miostatina (potente inibidor de ativacdo de células-satélite e
renovacdo muscular) estd aumentada, e que a decorina (ligante e inibidor de TGFp-1 e
miostatina) estdo reduzidas, o que pode ter implicacGes nas terapias que buscam reduzir a

fibrose muscular.

1.6 Modelos animais

Estudos clinicos e neuroldgicos em animais com fraqueza muscular tém ajudado a
identificar alguns modelos animais tais como camundongos, cédes e gatos, deficientes para
diferentes proteinas musculares. Os estudos realizados nestes animais sdo cruciais para
aumentar nossos conhecimentos a respeito de doencas genéticas humanas e para a

investigacdo de terapias experimentais. A facilidade com que o genoma murino pode ser

19



manipulado faz do camundongo uma ferramenta bastante utilizada em testes moleculares e na
avaliacdo de complexos protéicos musculares (SCINSKI et al., 1989; MEER e RABER,
2005). Diversos modelos murinos para doencas neuromusculares ja sdo conhecidos e

utilizados (Figura 2).

{ Disferlina
Vv

Figura 2 - Esquema das diversas proteinas musculares e modelos animais
disponiveis, mostrando a variedade de possiveis genes e fendtipos relacionados.
Modificado de (DUBOWITZ e SEWRY, 2007).

Para o estudo da distrofia muscular de Duchenne, € possivel fazer uso do modelo
murino mdx (TURK et al., 2005b), linhagem que exibe naturalmente deficiéncia da distrofina
no masculo resultante de uma mutacéo pontual no exon 23 do gene por insercao de um codon
de parada prematuro (BULDIELF, 1984). Este ¢ um bom modelo genético mas ndo apresenta
0 mesmo fenotipo dos pacientes, por exibirem poucos sinais de fraqueza muscular e possuem
um tempo de vida proximo ao normal. Essa “recuperagdo” ¢ resultante de uma substancial
regeneracdo. Os musculos esqueléticos se ajustam a degeneragdo com uma expansdo da
populacdo de células satélites e hipertrofia muscular (DURBEEJ e CAMPBELL, 2002). O
musculo diafragma, por outro lado, é o musculo mais afetado que reproduz o processo
degenerativo da distrofia muscular humana. Neste, a forca especifica de contragéo, a forga
especifica tetdnica e a maxima poténcia sdo significantemente reduzidas (STEVENS e
FAULKNER, 2000). A analise de distrofina no camundongo mdx revela a presenca de cerca
de 2 a 3% de fibras revertentes, que séo fibras isoladas que passam a expressar novamente a
distrofina (PASTORET et al., 1995).
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O camundongo Large™" - modelo natural para o defeito de glicosilagdo - identificado
em 1963 pelo laboratério da Jackson nos Estados Unidos - portador de uma delecdo em trés
exons no gene da Glycosyltransferase-like Large 1, que causa um codon de parada prematuro
e perda de funcdo do gene. Large € um dos cinco genes com importante papel na via de
glicosilagdo enzimatica que atua de maneira direta na via de glicosilacdo da proteina a-
distroglicana, e implica em varias formas de distrofia muscular, como é o caso da distrofia
muscular congénita (CMD). O modelo para esta mutacdo miodistréfica exibe um movimento
irregular de patas, uma progressdo difusa da miopatia com areas de necrose aguda e focos de
degeneragdo em homozigotos afetados, o que resulta em comprometimento do coragéo,
sistema nervoso e reprodutivo (BROWNING et al., 2005).

Alteracdes na expressao dessa proteina geram deficiéncias na glicosilacdo da proteina a-
distroglicana de modo a desestruturar o complexo distrofina-glicoproteinas associadas,
impossibilitando a sua correta ligacdo aos componentes da matriz extracelular e as proteinas
internas da fibra muscular, 0 que gera o padrdo miopatico. Desta maneira este modelo é
utilizado para investigacdo dos mecanismos moleculares, bioquimicos e clinicos das
distroglicanopatias (BROWNING et al., 2005).

Outros modelos murinos disponiveis para as distrofias musculares congénitas
relacionados com defeitos em proteinas da lamina basal sdo os dy/dy e sua variante alélica
Lama2®/J. Muitas mutacdes distintas no gene codificante da cadeia a2 da laminina 2
(LAMA2) foram caracterizadas, algumas das quais levam a auséncia total da proteina,
enquanto outras levam a deficiéncia parcial (STRAUB et al., 1997; VILQUIN et al., 1999;
VILQUIN et al., 2000). Em ambos os casos, ha presenca de uma distrofia muscular com
comprometimento muscular variando de grave a extremamente severo. Existem inimeras
linhagens de camundongos com mutacGes espontaneas no gene Lama2, incluindo os tipos
dy/dy e Lama2¥?/J citados acima, identificados em 1955 e 1970, respectivamente. O
camundongo dy/dy expressa um polipeptideo de laminina-a2 de tamanho aparentemente
normal, porém em quantidade muito pequena e o animal sofre de uma forma bastante grave
de distrofia muscular, com fraqueza acentuada e reduzido tempo de vida (GUO et al., 2002).
A mutacdo neste camundongo ainda néo foi localizada. No caso do camundongo Lama2¥2/3,
foi possivel detectar que a mutacdo no gene Lama2 ocorre de tal forma que o splicing
acontece de modo anormal, produzindo uma molécula de a2-laminina onde falta 0 dominio
VI N-terminal (XU et al., 1994; SUNADA et al., 1995). A proteina truncada aparece em
guantidade substancial no musculo esquelético do animal. Embora desenvolvam uma paralisia

dos membros posteriores, passando a arrastar-los a partir de 3 a 4 semanas de vida, e
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apresentam alteracdes no sistema nervoso periférico, com atraso na mielinizacdo (JACSON
LABORATORIES DATABASE, 2009), seu quadro funcional é menos grave do que no
camundongo dy/dy (GUO, 2002). Pelo fato de apresentar um fenotipo diferencial e grave estes
camundongos sdo importantes no estudo do sucesso de terapias, j& que um aumento na
expectativa de vida, por exemplo, pode constituir um resultado significativo.

Outro modelo murino de interesse para o estudo da degeneracdo muscular, € o SJL/J,
modelo para a DMC-2B, portador de uma delecdo de 171pb no gene que codifica a proteina
sarcolemal disferlina,, que leva a reducédo de aproximadamente 85% dos niveis de disferlina
no musculo, quando comparado a animais normais (BITTNER et al., 1999).

Exames histopatolégicos do SJL/J revelam caracteristicas compativeis com distrofia
muscular progressiva, incluindo variacdes degenerativas e regenerativas das fibras musculares
e uma fibrose progressiva. As primeiras variacdes ocorrem por volta da terceira semana de
idade. Mudancas distroficas levam ao aparecimento de tecido fibroso e focos de inflamac&o.
Este animal apresenta alteragdes morfolégicas associadas a manifestacbes de uma leve
fraqueza muscular (BITTNER et al., 1999).

O papel crucial destes modelos animais estudados no estabelecimento de terapias vem
crescendo. Eles sdo amplamente utilizados em testes farmacoldgicos, e foram importantes em
diversos experimentos de terapia génica. Mais recentemente, modelos animais com
deficiéncias de proteinas especificas sdo muito informativos para verificar o potencial

terapéutico de células tronco de diferentes origens.

1.7 Dos testes funcionais

Como forma de se testar novas terapias, pesquisadores centram seus esforcos no
desenvolvimento de metodologias e equipamentos que permitam medir as caracteristicas
funcionais de modelos animais, de modo a poder avaliar o grau de gravidade e progressao da
doenca.

Para tanto, determinam-se protocolos eficientes de treinos funcionais para cada estudo,
onde se utilizam medidas em aparelhos especificos, podendo atuar na avaliagdo de
comportamento, percepcao espacial, forca maxima e resisténcia, conforme objetivo.

Diversos trabalhos em modelos murinos exemplificam o uso dos testes comportamentais
e funcionais. Como exemplo, o estudo do nado forcado e o da suspensdo pela cauda, sdo
utilizados na andlise da eficacia e selecdo de antidepressivos (PORSOLT et al., 2001); o teste

do grip strength para analise da disfuncdo motora em modelos murinos para Sindrome de
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Down (COSTA; WALSH; DAVISSON, 1999), bem como para estudo em camundongos
modelos de esclerose lateral amiotréfica (VAN DAMME et al., 2003) e até mesmo na
demonstracdo de que, a inibicdo da miostatina em camundongos adultos, aumenta a massa e a
forca muscular (WHITTEMORE et al., 2003).

E descrito também, o uso de equipamentos para teste fisicos como, o grip strength e o
rota rod que evidenciam forgca e resisténcia (respectivamente). A analise da atividade
comportamental pode ser realizada através do teste de campo aberto, que em uma das linhagens
aqui estudas, os camundongos mdx, foi utilizada como forma de avaliar graus de sensibilidade

em experimentacdo de triagem pré-clinica de drogas (SPURNEY et al., 2009).

1.8 ClassificacOes de esforco fisico

e Forca muscular: traduz a capacidade de a musculatura produzir tensdo, ou seja,
contragdo muscular quando se ople ou vence uma resisténcia exterior
(HERTOHG et al., 1994). Do ponto de vista fisiologico, a maior ou menor
capacidade de producao de forca estabelece uma relacdo direta com o numero de
pontes cruzadas de miosina que inter-relacionam com os filamentos de actina,
com o namero de sarcomeros, com o comprimento e o tipo de fibras musculares e
com os fatores inibidores ou facilitadores da atividade muscular (VERMEIL e
HELLAND, 1997).

e Resisténcia muscular: é a capacidade de um grupamento muscular executar
contragOes repetidas por um periodo de tempo suficiente para causar a fadiga
muscular ou manter-se estaticamente numa porcentagem especifica de contracao

voluntaria muscular por um periodo de tempo prolongado.

e Fadiga muscular: causa a reducdo temporaria da forca muscular, poténcia e
resisténcia. A fadiga muscular coincide com um acumulo de acido lactico nas
células do musculo, assim, quanto maior a atividade muscular, mais acido latico
se acumula na musculatura, tornando-a fatigada e incapaz de contrair-se, 0 que
produz cansago e até cdibras. A recuperagdo ndo estara completa até que o acido

lactico seja processado através do sistema.
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1.9 Aprendizado e memodria

Aprendizagem € quantificada experimentalmente como a probabilidade que um
organismo responda da mesma forma a um estimulo quando esse é repetido. Essa alteracdo da
probabilidade seria baseada na memoria do organismo do que foi aprendido (MECHAN et al.,
2009).

Assim, para o melhor entendimento dos mecanismos da maquinaria muscular e,
conseqiientemente possibilitar melhor avaliar as terapias propostas para as diferentes
distrofias musculares, é importante o estabelecimento de pardmetros de avaliagcdes funcionais

que possam sinalizar os possiveis beneficios das terapias em teste.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Principal:

Estabelecer parametros de avaliagdo funcional em modelos murinos para doengas

neuromusculares, visando a sua utilizacéo para avaliar beneficios clinicos de futuras terapias.
Objetivos especificos:

e Caracterizacdo funcional das diferentes linhagens: mdx, SJL/J, Lama2¥2/J e
Large™ através de anélise de forca, resisténcia e equilibrio motor.

e Estabelecer parametros funcionais nas diferentes idades correlacionando com o
grau de progressdo das doencas

e Verificar e correlacionar possiveis diferencas no padrdo de distribuicdo de

fraqueza muscular nas diferentes linhagens e mutacgdes génicas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Camundongos

Todos os animais foram acomodados em biotério convencional com barreiras onde
receberam todos os cuidados requeridos para uma boa salde no que se refere a criacéo,
manutencdo e manejo, tendo a sua disposicdo agua e comida a vontade. A manutencdo de
condi¢cdes ambientais estaveis, como ciclo noturno e diurno, controle da temperatura e de
ruidos inesperados ou alteracdes nas intensidades de sons, buscaram assegurar a reproducdo
dos resultados experimentais

Utilizou-se gaiolas de policarbonato contento cerca de 6 animais em cada uma, sendo
que, cada gaiola foi identificada conforme a linhagem, idade dos animais e data deformacéo
dos grupos; nos casos em que ocorreram perda dos animais por morte natural pelo avango da
idade, houve também marcacdo. Estes foram analisados ao longo de seu tempo de vida até o
momento do sacrificio realizado por eutanasia em camara de CO,,

Camundongos das diversas linhagens, em diferentes tempos, e de acordo com o objetivo
de cada experimento foram sacrificados e dissecados. Foram coletados tecidos para futuras
analises histoldgicas, imunohistoquimicas e western blot.

Os experimentos aqui descritos foram aprovados pela comissdo de ética do Instituto de

Biociéncias.
3.1.1 Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens de camundongos mdx (BULFIELD et al., 1984), B6.WK-
Lama2¥?/J (MEIER e SOUTHARD, 1970), SJL/J (WELLER et al., 1997), Large™°
(GREWAL e HEWITT, 2002) e C57Black6 (camundongo normal).

Os camundongos Lama2®?"/J (000524), SJL/J (000686) e Large™" (000226) foram
importados do laboratério Jackson (www.jaxmice.org). Os animais mdx e C57BI6 ja eram
criados em nosso centro. Todos 0os camundongos sdo atualmente mantidos em nosso proprio
biotério e nos biotérios do IPEN e da Faculdade de Veterinaria da USP (departamento de
Patologia).

O numero de animais utilizados variou em cada teste, conforme descrito em cada

protocolo.
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3.1.2 Genotipagem dos camundongos das linhagens Lama2®?)/J e Large™"

Para a genotipagem, os animais foram identificados por marcaces nas orelhas, e um
pequeno fragmento da cauda foi cortado. Este foi utilizado para a extracdo do DNA
utilizando-se de incubagdo com solugdo de extracdo, que consiste em 100mM Tris HCI,
pH8,5, 5mM EDTA, 0,2% SDS, 200mM NaCl; a este € adicionado proteinase K, o tubo
contendo a cauda junto as solugbes permanece em banho seco overnight, no dia seguinte
centrifuga-se as amostras a 3000 rpm por 10 minutos e mantém-se 0 sobrenadante, a este
adiciona-se isopropanol, o tubo é agitado por inversdo e entdo levado a centrifugacdo por mais
15 minutos a 12000rpm, em seguida o sobrenadante é descartado e permanece-se com 0
pellet, a este é adicionado solucdo TE (volume a depender do tamanho do pellet), centrifuga-
se por mais 10 minutos a 12000 rpm e mantém-se o sobrenadante. Com este sobrenadante este
foi feita a dosagem da concentragdo do DNA no nanodrop e a partir de entdo se preparou as
solugdes de uso para as reacoes de PCR a 20ng/pl.

No caso da linhagem Lama2¥?/J, o DNA extraido foi submetido a um PCR que
amplifica um fragmento de 170pb, contendo a regido com a mutacdo. Nesta linhagem a
mutacdo cria um sitio de restricdo para a enzima NDE1, assim, ap6s a amplificacdo pela
reacdo de PCR os fragmentos foram digeridos. Caso o animal seja homozigoto normal, ndo ha
digestdo (amplificacdo do fragmento com 377pb); caso o animal seja heterozigoto, aparecem
trés bandas, uma referente ao alelo normal, ndo-digerido e duas referentes ao alelo alterado,
digerido em dois fragmentos; no caso do animal ser afetado, portanto homozigoto para o alelo
mutante aparecem duas bandas menores, uma de 213pb e outra de 164pb, ja& que todas as
moléculas resultantes do PCR sao digeridas (VILQUIN et al., 2000).

Tabela 1 - Sequéncia de nucleotideos (oligos) e local de digestdo
da enzima de restricdo NDE1

Primer maior TCC TGC TGT CCT GAATCT TG
Primer menor CTC TAT TAC TGA ACTTTG GAT G
Sitio de restri¢ao NDE1 CATATG

Caso o animal seja homozigoto normal, ndo ha digestdo (amplificacdo do fragmento
com 377pb); caso o animal seja heterozigoto, aparecem trés bandas, uma referente ao alelo
normal, ndo-digerido e duas referentes ao alelo alterado, digerido em dois fragmentos; no caso

do animal ser afetado, portanto homozigoto para o alelo mutante aparecem duas bandas
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menores, uma de 213pb e outra de 164pb, ja que todas as moléculas resultantes do PCR séo
digeridas (Figura 3) (VILQUIN et al., 2000).

1 2 3.

377pb - p—
213pb - — e
163pb - - ?
kXS .

Figura 3- Genotipagem do camundongo Lama2®>'/J
apos digestdo. Gel de acrilamida corado com
brometo de etidio. 1- camundongo normal; 2-

camundongo heterozigoto ; 3- camundongo afetado.

No caso da linhagem Large™?, ela apresenta uma delecdo em trés exons no gene da
Glycosyltransferase-like Large 1, que causa um codon de parada prematuro e perda de
funcdo do gene ja descritos anteriormente. Para a avaliacdo molecular deste modelo foram
construidos dois pares de primers; os primers GT4F e GT4R que reconhecem um produto de
162pb presente somente no alelo selvagem, uma vez que estes estdo localizados dentro do

™4 Eoram

exon 6 e intron 6 respectivamente. Esta regido é deletada nos camundongos Large
utilizados também os primers MydF3 e MydR2 que amplificam um produto de 421pb
somente no alelo Large™?, ja que estes primers estdo separados por 100kb no alelo selvagem.
Para uma genotipagem direta desse camundongo, um PCR multiplex foi padronizado

combinando os pares de primers em uma unica reacdo (Figura 4) (BROWNING et al., 2005).

Tabela 2- Seqiiéncia de nucleotideos (oligos)
Wild-type/GT4F GGC CGT GTT CCA TAA GTT CAA
Wild-type/GT4R GGC ATA CGC CTC TGT GAA AAC

Mutant/MydF3 ATC TCA GCT CCA AAG GGT GAA G
Mutant/MydR2 GCC AAT GTA AAA TGA GGG GAA A
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421pb —

162pb -

Figura 4 - Genotipagem do camundongo Large™?. Gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio. 1-camundongo
afetado; 2- camundongo heterozigoto; 3- camundongo normal.

3.2 Avaliacg6es funcionais

Dos equipamentos construidos segundo Chiavegatto et al. (2000):

Baterias de testes foram efetuadas de modo que a maioria dos animais da mesma
linhagem fossem observados no mesmo dia, como forma de se manter o padréo estatistico
para sexo e idade. Os experimentos tentaram seguir tempos especificos de analise nos
seguintes tempos de vida: 21 dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias, 120 dias, 150 dias e 180 dias,
variacOes nesses periodos surgiram devido a disponibilidade ou ndo dos camundongos.

Foram utilizados 13 animais da linhagem mdx, 9 animais da linhagem B6.WK-
Lama2®2/J, 5 animais da linhagem SJL/J, 18 animais da linhagem Large™ e 4 animais
C57Black6 (para os testes de resisténcia nos membros anteriores e quatro membros, e para o
de levantamento pela cauda).

3.2.1 Locomocéo
3.2.1.1 Plataforma

Dois retangulos de madeira com 15 cm X 10 cm sdo unidos a uma plataforma com 2cm
de largura por 50cm de comprimento. Esta fica suspensa a 50 cm de altura de uma base
forrada com algoddo. O camundongo, quando colocado sobre a plataforma, caminha até a
area mais larga. Neste teste foi possivel analisar a capacidade de marcha, a sua facilidade de
locomogdo e o0 padrdo de uso dos membros anteriores e posteriores (Figura 5)
(CHIAVEGATTO et al., 2000).
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Figura 5 — Plataforma. Animal da
linhagem C57Blacké

3.2.2 Resisténcial/equilibrio
3.2.2.1 Resisténcia nos membros anteriores

Suspensdo dos animais pelas patas dianteiras em uma barra de metal com trés
milimetros de espessura, para verificar o tempo em que 0s mesmos se conservam fixos a ela.
Consiste em trés tentativas sucessivas. Evidencia resisténcia, aprendizagem e equilibrio
(Figura 6) (CHIAVEGATTO et al., 2000).

Figura 6 — Barra para membros anteriores.
Animal da linhagem Large™"

3.2.2.2 Resisténcia/equilibrio nos quatro membros

Suspensao dos animais pelos quatro membros em uma barra de metal, para verificar o
tempo em que 0s mesmos se conservam fixos a ela. Consiste também em trés tentativas
sucessivas. Evidencia resisténcia, aprendizagem, equilibrio e capacidade de enrolar a cauda
(Figura 7) (CHIAVEGATTO et al., 2000).

Nestes dois testes (no de resisténcia nas patas dianteiras e no de quatro membros)
efetuou-se uma media dos resultados obtidos por idade em cada linhagem.
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Figura 7 — Barra para os quatro membraos.
Animal da linhagem madx

3.2.3 Movimentos musculares realizados sob estresse/cansaco

3.2.3.1 Levantamento pela cauda

Ao longo das avaliagdes realizadas nos tempos determinados, efetuaram-se filmagens
dos animais mantidos suspensos pela cauda no tempo de 1 minuto. Estes registros foram
observados e analisados conforme os padrbes de movimentos, sendo estes classificados em:
movimento de flexdo dos membros posteriores juntos aos anteriores, extensdo e flexdo dos
membros anteriores, extensdo e flexdo dos membros posteriores, flexdo lateral < 90°, elevacao
total do corpo, rotacéo ao redor do eixo da cauda e nUmero de pausas pds- movimentos.

Neste foi possivel avaliar qualitativamente a forca e mobilidade dos diferentes
grupamentos musculares (Figura 8). No caso desse teste houve exce¢do quanto ao nimero de
animais utilizados, assim tiveram-se dois animais controles e cinco animais das demais
linhagens para anélise em uma Unica idade — trés meses. Realizou-se a contagem total de cada
movimento realizado, isto é, a soma dos movimentos efetuados dentro do nimero de animais

total de cada linhagem, como consta na tabela 5.

Figura 8 — Imagem do levantamento pela
cauda. Animal da linhagem SJL/J. Flexdo
dos membros posteriores junto aos
anteriores.
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3.2.4 Nado

3.2.4.1 Nado forcado

Consta em tubo de PVC com 30 cm de didmetro e aproximadamente 60 cm de
comprimento foi fechado e vedado em um dos lados. Este é cheio de agua morna com cerca
de 30 cm da altura e os camundongos foram colocados em “nado forgado” ja que ndo ha apoio
possivel para os mesmos (sua cauda ndo encosta o fundo). O animal permaneceu por cinco
minutos, nos quais se realizou contagens de tempo dos atos de natacdo, flutuacdo e
submersdo. Neste teste é possivel avaliar a resisténcia muscular, a capacidade de memoria e,

indiretamente, é também possivel avaliar a percepcao espacial (Figura 9).

Figura 9 — Nado for¢ado. Animal da
linhagem mdx

3.3 AvaliacGes funcionais com equipamentos eletrénicos

Realizou-se uma analise nas quatro diferentes linhagens de camundongos estudadas
para verificar possiveis alteracdes de forca e resisténcia entre elas quando comparadas com 0s
animais controles.

Foram utilizados 3 animais de cada linhagem com aproximadamente trés meses de
idade, sendo elas: mdx, B6.WK- Lama2®?%/J, SJL/J e Large™".

3.3.1 Forca - Grip strength

Método de quantificar a habilidade dos camundongos se prenderem pelos membros
anteriores e posteriores, o que reflete a funcdo motora, uma vez que prender-se requer uso da
musculatura distal (flexores digitais) (BLANCO; ANDERSON; STEWARD, 2007). Os
animais foram colocados inicialmente apenas com os membros anteriores sobre o grip

mantendo seu dorso levemente elevado para ndo tocar 0 mesmo e puxados, de modo que, ao
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serem gentilmente conduzidos da extremidade superior a inferior, 0 sensor medira apenas a
maior forca realizada (em Newton) na tentativa dos animais se prenderem a uma das pequenas
barras que compde o grip. O mesmo procedimento foi utilizado para os membros posteriores,
no entanto, fez-se necessario envolver com um pequeno pedaco de fita adesiva os membros
anteriores (individualmente) de modo a se evitar que estes se prendam também a barra e
interfira na analise. Os animais foram avaliados em trés medicGes consecutivas, das quais 0s
valores obtidos realizou-se uma média para o calculo da forca absoluta. Evidencia medida
direta de forca (Figura 10) (ANDERSON; MARIM; STEWARD, 2004).

Figura 10 — Imagem do equipamento Grip
strenght (San Diego Instruments).

3.3.2 Resisténcia - Rota rod

Evidencia a coordenacéo, o balango motor e a resisténcia a fadiga dos animais em um
sistema de rotor cilindrico acelerado com cerca de 3 centimetros de didmetro (situado 15
centimetros acima da base). O sistema é eletronicamente controlado e sofre aumento de
velocidade de 4 a 40 rpm. Ap6s um pequeno periodo de treino, os camundongos foram
colocados sobre o cilindro e iniciaram-se as rotacbes com a velocidade aumentando
gradualmente. A velocidade, o tempo de permanéncia sobre o rotor e a distancia percorrida
exatos a partir dos quais cada animal sofreu queda sdo registrados automaticamente pelo
equipamento, exibidos na tela, isso permite que os dados sejam anotados para posterior
analise (Figura 11) (VAN-MEER e RABER, 2005; SERRADJ e JAMON, 2007; LI et al.,
2008).

Figura 11 — Imagem do equipamento
Rota rod (IITC Life Science Inc) 33



3.4 Analises estatisticas

Utilizou-se como método estatistico o teste de Mann-Whitney para as avaliacOes
realizadas, por se ndo paramétrico, isto é, de livre distribuicdo (ndo se faz suposicdo de
normalidade ou igualdade de variancia) para comparar dois grupos independentes de dados
amostrais. Os valores sdo considerados significantes se p for igual ou menor que 0,05
(VETRONE et al., 2009).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao funcional nos testes padroes

4.1.1 Analise qualitativa da postura, padrdo de caminhada e equilibrio sobre superficie
plana/plataforma

Os camundongos controles C57Black6, e os animais da linhagem mdx foram capazes de
realizar o percurso completo na plataforma sem sofrerem perda de equilibrio em todas as
idades avaliadas.

Os animais da linhagem SJL/J mostraram equilibrio e capacidade exploratéria
desejaveis até cerca dos cinco meses de vida, a partir desse periodo eles comecaram a
apresentar uma diminuicdo exploratéria e uma leve perda de equilibrio.

Os animais da linhagem Lama2®?/J ndo exibiram perda de equilibrio ao longo do
trajeto, embora sua percepcdo e capacidade exploratdria sejam dificultadas pelo
comprometimento motor nos membros posteriores com o avanco da idade, sendo mesmo
assim capazes de realizar todo o percurso da plataforma.

J4 0s animais da linhagem Large™"

adquirem ao longo da vida uma acentuada perda da
percepcdo espacial e de equilibrio, levando a um maior numero de quedas ao longo da
plataforma, principalmente a partir dos cinco meses de idade.

Quanto ao padrdo de posicionamento dos membros tanto os animais da linhagem mdx
como os animais da linhagem SJL/J exibem um padrdo de normal de locomocgédo sobre a
superficie plana, tanto dos membros anteriores e posteriores.

Os animais da linhagem Lama2®?%/J exibem alteracio no padrdo de movimento dos
membros, desencadeado pelo grave comprometimento nos membros posteriores, assim, ao
percorrer uma determinada distancia, eles realizam um arreste das mesmas, sendo conduzidos
entdo pelos membros anteriores; esse padrdo de caminhada € gradativamente dificultado com
0 avanco da idade.

Os animais da linhagem Large™° possuem um posicionamento de membros anormal
durante a locomocdo, seu padrdo de caminhada revela que seus membros posteriores sdo
detidos préximo ao corpo e realizam baixa flexdo dos mesmos durante 0 movimento, assim, a

ponta da cauda toca o solo.
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4.1.2 Analise funcional no teste de resisténcia nos membros anteriores e quatro membros

Com base na média obtida em trés tentativas sucessivas, observou-se que, a linhagem
mdx permaneceu por um tempo curto, cerca de 10 segundos, fixa a barra até cerca dos 30 dias
de vida, a partir desse periodo o tempo de permanéncia se eleva até atingir um pico de 40
segundos, decrescendo novamente em seguida até o periodo final da anélise.

A linhagem SJL/J foi capaz de permanecer por uma meédia de tempo superior a um
minuto nos teste de permanéncia na barra bem como os animais normais mostrando, no
entanto, um pequeno decréscimo a partir dos quatro meses de vida.

A linhagem Lama2®?/J permaneceu por uma média de tempo elevada nos testes de
resisténcia a permanéncia na barra. Na avaliacdo dos membros anteriores, por exibirem bom
senso de equilibrio, os camundongos afetados conseguem se erguer e se posicionar na barra
através de apoio no térax, permanecendo nesta posi¢cdo por tempos mais longos. No teste de
avaliacdo dos quatro membros, os camundongos dessa linhagem conseguiram utilizar a
mesma habilidade para se manter seguros na barra. Eles puderam assim, realizar um
movimento de rotacdo do corpo, que possibilitou a sua colocacdo na posicdo descrita para 0s
membros anteriores e assim permaneceu por uma média de tempo alta fixos a barra. Por fim,
a linhagem Large™? exibiu uma grande fraqueza nos musculos proximais e distais, sendo
mais acentuada nestes Ultimos, o que a faz permanecer por um pequeno periodo de tempo fixa
a barra, inferior a dez segundos. Muitas vezes, estes animais foram incapazes de se prender a
barra, ndo sendo possivel realizar a contagem de tempo, fato este que se agrava com o

aumento da idade (Figuras 12 e 13).

Membros anteriores
__ 60 . 00— ¢ ¢
_‘é‘ 50 — o—C57black
0 o -m
[+F]
< 50 / \ I — SIL/)
o
s 10 %%Ef —
o0
== large
20 30 60 90 120 150 180
Idade {dias)

Figura 12 - Gréafico comparativo entre as cinco diferentes linhagens de camundongos modelos para distrofias
musculares analisadas no teste da barra para os membros anteriores.
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Figura 13 - Gréafico comparativo entre as cinco diferentes linhagens de camundongos modelos para distrofias
musculares analisadas no teste da barra para os membros anteriores e posteriores.

Considerando-se todas as idades, com excec¢do da linhagem SJL/J, todas as outras trés
linhagens apresentaram desempenho inferior ao normal estatisticamente significante desde
os 30 dias de idade (P<0,05). A linhagem SJL/J comecou a apresentar maior fraqueza a
partir dos 120 dias (Tabela 3). O mesmo se observou para o teste da avaliagdo dos quatro

membros. (Tabela 4).

Tabela 3 - Avaliagdo dos membros anteriores nas diferentes idades. Valores de
significancia p obtidos na comparacdo entre as seguintes linhagens pelo teste de
Mann-whitney

Membros C57Blacké x  C57Black6 x  C57Black6é x ~ C57Black6 x
anteriores max SJL/J Lama2® /3 Large™?
30 dias 0,0016 1 0,0122 0,0081
60 dias 0,0016 1 0,0034 0,0022
90 dias 0,0016 1 0,0027 0,0008
120 dias 0,0016 0,0601 0,0034 0,0008
150 dias 0,0016 0,0122 0,0034 0,0008
180 dias 0,0016 0,0758 0,0034 0,0009
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Tabela 4 - Avaliacdo dos quatro membros nas diferentes idades. Valores de significancia p
obtidos na comparacéo entre as seguintes linhagens pelo teste de Mann-whitney

Membros Ch57Blacké x C57Black6é x C57Black6 x  C57Blacké6 x
anteriores mdx SJL/ Lama2®2/J Large™¢
30 dias 0,0016 0,5309 0,0122 0,0081
60 dias 0,0016 1 0,0034 0,0022
90 dias 0,0016 1 0,0034 0,0008
120 dias 0,0016 0,0122 0,0034 0,0008
150 dias 0,0016 0,0122 0,0034 0,0008
180 dias 0,0016 0,2101 0,0034 0,0009

4.1.3 Analise de aptiddo ao nado forcado

Os animais da linhagem mdx (Figura 14) foram capazes de permanecer na agua ao
longo do tempo completo da analise, exceto nos periodos entre 60 e 90 dias, nos quais se faz
necessaria a retirada da maior parte dos animais antes do término da contagem do tempo por
submergirem. Apds esse periodo o tempo de flutuacdo se elevou acima de 60%, o0 que pode
indicar um maior cansaco fisico ou reconhecimento da auséncia de saida no ambiente em que
se encontra.

Os animais da linhagem SJL/J (Figura 15) apresentaram ainda um menor desempenho
no nado forcado, cuja retirada se fez necessaria a todos os animais do grupo a partir dos
noventa dias de idade.

Os animais da linhagem Lama2®?/J (Figura 16) permaneceram ao longo do tempo
completo da contagem na agua com alternancia de nado e flutuacdo. Até cerca dos noventa
dias, realizam movimento de nado em uma porcentagem superior a 50, decrescendo com o
avanca da idade, o que elevou a porcentagem da flutuagdo no decorrer dos tempos de
avaliacdo.

myd

Os animais da linhagem Large™" (Figura 17) por sua vez, exibiram nos primeiros meses

de vida uma maior porcentagem de flutuacéo, que decresceu um pouco ao longo da idade.
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Figura 14 - Grafico de médias do teste de nado forgado para os camundongos mdx.
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Figura 15 - Gréfico de médias do teste de nado forgado para os camundongos SJL/J.
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Figura 16 - Gréfico de médias do teste de nado forcado para os camundongos Lama2®%//J.
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Figura 17 - Gréfico de médias do teste de nado forgado para os camundongos Large™".

A anélise do tempo de submersdo foi significativa para as linhagens mdx e SJL. (Figura

18).
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Figura 18 - Grafico comparativo entre as quatro diferentes linhagens de camundongos modelos para distrofias
musculares analisadas no teste do nado para o ato de submerséo.
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4.1.4 Andlise do padrdo de movimentos no teste de suspenséo pela cauda

Tabela 5 - Soma do ndmero de movimentos realizados durante o tempo de 1 minuto por cada linhagem

Movimentos/Linhagens | C57Blacké madx SILA Lama2®?/)  Large™
Flex@o dos membros 0 0 20 * 0 18*
posteriores juntos aos

anteriores
Extensdo e flexao dos 25 15 38 * 12 * 10 *
membros anteriores
Extenséo e flexdo dos 32 3* 26 0* 8*
membros posteriores
Flexdo lateral < 90° 144 21 * 39 * 8* 11*
Elevacédo total do corpo 3 0* 0* 0* 0*
Rotacdo ao redor do eixo da 0 20 * 0 4 13 *
cauda

NUmero de pausas pds- 33 22 * 10 * 14 * 12 *

movimentos

* =p <0,05 — comparagao com controles normais

Os animais da linhagem C57Blacké realizam os movimentos padrdes esperados dentro
do teste, exibindo um dos movimentos mais complexos como o da elevagdo e subida pela
cauda, conseguindo se re-posicionar nas quatro patas na mao do avaliador. Ja as linhagens
SJL/J e Large™? mostram movimentos padrdes de fragueza como o encolhimento dos
membros posteriores junto aos anteriores, os animais mdx e Large™ realizaram em grande
parte do tempo giros ao redor do eixo da cauda, e por fim a linhagem Lama2®*’/J apresentou,
maior parte do tempo, em repouso. A analise comparativa de cada grupo com o0 grupo
controle mostrou diferencas estatisticamente significativas para grande parte dos movimentos

avaliados (Tabela 5).
4.2 Analise de forga/resisténcia nos equipamentos eletrénicos

Poucos animais foram avaliados por estas metodologias, visto que os aparelhos foram

adquiridos no final do presente projeto.
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4.2.1 Grip strength

Ao se fazer uma analise preliminar por meio de graficos de barras é possivel observar
que: os animais normais da linhagem C57Black6 apresentaram um padrdo de forca maior
(Figura 19), como é esperado, quando comparados com as demais linhagens portadoras de
distrofias. Assim, os animais da linhagem Large™" (Figura 22) registraram cerca de metade
da forca obtida pelos camundongos normais, e 0s animais das linhagens mdx (Figura 20) e
Lama2®?/J (Figura 21) mostraram forca reduzida de acordo com seu grave

comprometimento muscular.
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Figura 19 - Gréafico dos valores obtidos no teste de forca (Grip strength) para a linhagem C57Black6
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Figura 20 - Grafico dos valores obtidos no teste de forga (Grip strengh) para a linhagem mdx.
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Figura 21 - Gréfico dos valores obtidos no teste de forca (Grip strength) para a linhagem Lama2¥%/J.
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Figura 22 - Gréfico dos valores obtidos no teste de forca (Grip strength) para a linhagem Large™".

Seqliencialmente mostram-se os graficos comparativos das médias obtidas por cada
grupo que compreende uma determinada linhagem (Figura 23).
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Figura 23 - Grafico comparativo das médias obtidas no teste de forca (Grip strengh) para as quatro linhagens
p>0,05 em todas as comparacdes.

Pela andlise estatistica no teste de Mann-whitney a forca exibida pelos camundongos
normais ndo se mostra significante quando comparada as demais linhagens, bem como
guando a comparacao se da entre os animais modelos de distrofias.

4.2.2 Rota rod

Neste teste também, a linhagem controle C57Blacké (Figura 24) foi a que percorreu
uma maior distancia, permanecendo assim uma média de tempo maior sobre o cilindro em
comparagao as outras linhagens. Os animas mdx (Figura 25) mantiveram-se sobre o eixo cerca
de metade do tempo em relacdo aos camundongos normais; e as duas demais linhagens
(Lama2¥>/J e Large™") (Figuras 26 e 27) resistiram menos tempo sobre a movimentacéo do

cilindro o qual levou a queda dos mesmos em um curto periodo de tempo.
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Figura 24 - Gréfico dos valores obtidos no teste
de resisténcia (Rota rod) para a linhagem

Figura 25 - Grafico dos valores obtidos no teste
de resisténcia (Rota rod) para a linhagem mdx.
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Figura 26 - Grafico dos valores obtidos no teste

de resisténcia (Rota rod) para a linhagem

Figura 27 - Grafico dos valores obtidos no teste
de resisténcia (Rota rod) para a linhagem
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Figura 28 - Grafico comparativo das médias obtidas no teste de resisténcia (Rota rod) para as quatro linhagens.

A média de tempo obtida pela linhagem controle ndo revelou significancia quando se

faz correlacdo com as demais linhagens, bem quando se faz a comparacgdo entre 0s modelos

distroficos. A analise estatistica preliminar pelo teste de Mann-whitney ndo mostrou grau de

significancia com p>0,05.
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5 DISCUSSAO

As técnicas moleculares tém melhorado dramaticamente o estudo em modelos murinos
como referéncia para compreensdo das condicdes fisiologicas e patoldgicas humanas. Estes
modelos estdo agora disponiveis para estudos de avaliagdes funcionais visando a compreensédo
da funcao de genes especificos ou sistemas bioldgicos.

Os estudos em modelos animais envolvem diversos aspectos a serem considerados.
Cada uma das linhagens possui caracteristicas proprias que facilitam ou dificultam sua
manutencdo em laboratdrio, manejo e reproducdo. Trés das linhagens utilizadas no presente
estudo (SJL/J, Lama2®?/J e Large™) foram introduzidas em nosso biotério recentemente.
Com isto, parte dos experimentos foi realizada em paralelo a sua implantacdo e padronizacao
de manejo, genotipagem e analises.

Os animais mdx s&o mantidos em homozigose. As fémeas com mutacgdes nos dois alelos
foram geradas em laboratério através de cruzamentos especificos e os afetados de ambos 0s
sexos sdo capazes de se reproduzir. No entanto, é descrita uma reducdo na fertilidade desta
linhagem (JACSON LABORATORIES DATABASE, 2009). Muito freqientemente séo
formados casais que ndo procriam, sem motivo aparente. Estes animais sdo também
extremamente sensiveis a oscilacdes de temperatura e outras alteracdes no ambiente, o0 que 0s
leva a uma parada na producédo de novas ninhadas, principalmente no inverno.

Os animais SJL/J também sdo mantidos em homozigose. A dificuldade no seu manejo
se d& pela agressividade dos machos, que ap0s certa idade param de se reproduzir e comecam
a agredir as fémeas, chegando até mesmo a mata-las, o que torna necessaria a formacao de
novos casais periodicamente (PAGE e GLENNER, 1972).

As linhagens Lama2®?/J e Large™", por sua vez, sdo ddceis e pouco sensiveis a
mudancas de temperatura e outras alteracbes ambientais, porém sdo mantidas em
heterozigose, pois os afetados ndo se reproduzem. Os casais de heterozigotos tém, portanto,
ninhadas com aproximadamente ¥ de afetados. Assim, a obtencdo de grupos experimentais
grandes, com muitos animais afetados da mesma idade, se torna dificil. Na linhagem Large™"
existe a vantagem da producéo de ninhadas grandes, em meédia 8 filhotes, o que torna possivel
a obtencdo de um grupo experimental maior.

Desta forma, os experimentos foram planejados utilizando-se 0 maximo de animais de
mesma idade e linhagem que foi possivel de se obter no periodo de anélise.

Tendo-se em vista que os animais controles C57black6é foram analisados em todos os

equipamentos, tracou-se uma curva de normalizacdo para 0S mesmos e, uma vez que, no
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equipamento construido eles exibiram sempre o mesmo padrdo eles ndo entraram nos
resultados diretos, porém atuardo como base comparativa desses resultados nessa discussao.
Ressalta-se que, no equipamento como nado forcado, estes animais demonstram ter adquirido
uma resposta condicionada ao realizar treinamentos repetitivos durante uma secao inicial de
treinamento, o que indicaria a ocorréncia do aprendizado e da memoria de curta-duracéo na
tarefa executada. A repeticdo do exercicio aprendido numa segunda e demais secGes de
treinos realizados semanas mais tarde constitui evidéncia da formacdo de memdria de longa-
duracéo.

Um ponto importante a ser considerado € que o experimentador exerce grande
influéncia sobre todos os aspectos préaticos, desde manejo, caracteristicas emotivas, a modo de
colocacdo dos animais em cada aparelho. Assim, uma vez manipulado por um Unico
experimentador, as variabilidades observadas tendem a ser reduzidas e destinadas em parte
pela individualidade do animal — pois se sabe também, que por mais que haja determinados
cuidados a fim de se evitar qualquer tipo de interferéncias, fatores externos atuam ao longo da
experimentacdo. Assim, o desempenho pode ser influenciado por determinados fatores que
devem ser cuidadosamente consideradas na concepcdo e interpretacdo dos experimentos.

Nas analises a seguir € importante ressaltar a variacdo observada entre os animais dentro
da propria linhagem e nas mesmas idades, o que reflete a variabilidade individual que existe
nestas distrofias exibidas pelos animais, e que se assemelham as formas humanas (SEWRY et
al., 1996; MERCURI et al., 2003; MERCURI et al., 2006).

5.1 Testes funcionais na linhagem mdx

5.1.1 Andlise na locomoc¢do, caminhada em plataforma suspensa e de resisténcia nos

membros anteriores e quatro membros

Como ja descrito em literaturas, essa linhagem ndo exibe alteragdes significativas
quando observados seu livre padréo de caminhada e locomogdo em comparacdo a linhagem
normal.

O teste de permanéncia na barra atraveés das patas dianteiras avalia basicamente a forca
e a resisténcia destes membros. O teste na barra utilizando as quatro patas, por sua vez, alem
da forca muscular também avalia outros parametros tais como equilibrio, capacidade de
utilizar a cauda para se manter preso e utilizacdo de movimento de rotacdo do corpo para
atingir a barra, como mencionados anteriormente (KRAMER et al., 1998; CHIAVEGATTO
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et al., 2000). Neste, a linhagem exibiu um baaixo desempenho nas primeiras semanas
de teste. Isto é em parte um efeito de aprendizagem, mas também pode ser devido a
diminuicdo da forca que se relaciona com os ciclos de regeneracdo e degeneracao
que estdo presentes por volta da idade de 4 semanas (VAN-PUTTEN et al., 2010). Essa falta
de resisténcia é evidenciada quando se realiza o teste estatistico, o qual aponta em todas as
idades um valor p igual a 0,0016, ao comparar com camundongos controles. Ressalta-se,
como aspecto observavel, a curva de melhora exibida ao redor dos trés meses de vida, periodo
que coincide com a maxima regenera¢do muscular, cuja ocorréncia ja descrita se da ao redor
dos 55 dias e continua alternando-se com degeneragdo em um curso até 12 semanas de idade.
Os camundongos mdx mostram um declinio em sua capacidade de regeneracdo em idade
avancada (> 65 semanas), enquanto processos de necrose persistem. Uma vez que 0s
processos de degeneracdo sao semelhantes aos observados na patologia humana, as diferencas
na regeneragdo podem ser um dos indicios de recuperacdo da fungdo muscular adequada
(TURK et al., 2005a).

5.1.2 Anélise no nado forcado

Neste teste avaliou-se ndo s6 a forca muscular, mas também outras caracteristicas tais
como percepgdo espacial, ansiedade e depressédo (MEER, 2005). Os camundongos normais
iniciam o teste efetuando na maior parte do tempo movimentos de natacdo, como forma de
explorar o ambiente. Posteriormente, passam a flutuar sobre a dgua cerca a 85 a 90% do
tempo, pois com a exposicao ao teste, adquirem a capacidade de aprendizagem da auséncia de
saida no ambiente, ndo fazendo esforco fisico desnecessario.

Animais mdx submetidos ao nado exibiram maior cansaco fisico no periodo de 60 a 90
dias que culminaram com sua submersdo. Isto pode ocorrer por causa da falta de nocéo de
espaco, que os levam a nadar por um periodo maior de tempo. Curiosamente, esta mesma
fase, ao redor dos trés meses de idade, coincide com a maxima regeneracdo observada na
linhagem, mostrando uma melhora no teste da barra. E possivel que uma pequena melhora
fisica faca com que tentem nadar mais, e apresentar maior cansaco/fadiga ao realizar tal

esforgo, 0 que os levam a submergir na agua.
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5.1.3 Anélise no teste de suspensédo pela cauda

Animais da linhagem mdx submetidos ao teste realizam maiores movimentos de rotacéo
ao redor do eixo da cauda. Tal movimento pode estar associado a tentativa de escalar sua
cauda (como ocorre com 0s camundongos normais) e posicionar-se sobre a méo 47
pesquisador, como ndo alcangam esse objetivo permanecem exercendo apenas a flexéo lat.. ...
que, apos estresse e cansaco fisico tendem a permanecer em repouso. Esta exibe também
variacdes significantes em relacdo aos animais normais quando se observa 0s movimentos de
extensdo e flexdo dos membros posteriores, flexdo lateral (realizados em um grande ndmero

pelos camundongos C57black6) e repouso.
5.1.4 Analise no teste de forca pelo Grip strength

Como nesse teste é possivel determinar a forca méxima desenvolvida pelos
camundongos quando o operador tenta puxa-los para fora da grade, ele permitiu estudar a
funcGes musculares dos mesmos. Assim, animais mdx apresentaram uma forca menor
comparada aos animais normais, porém, o teste estatistico de Mann-Whitney ndo mostrou
significancia estatistica, o que pode ser devido ao reduzido tamanho da amostra.

Tais resultados confirmam os apresentados por Grounds e colaboradores (2008), os
quais evidenciaram forga menor tanto nos membros anteriores como nos posteriores, na idade
de quatro semanas, quando comparados com 0s camundongos controles. Ja com oito semanas,
foi registrado que a for¢ca nos membros anteriores permanece inferior, enquanto que 0s
membros posteriores exibem forca proxima ao normal. Isto reflete a progressdo da fase de

necrose muscular aguda em camundongos mdx jovens.
5.1.5 Analise no teste de resisténcia pelo Rota rod

As esteiras Rota Rod foram projetadas para medir com preciséo a coordenagdo motora e
fadiga dos animais. Dentre os modelos distréficos aqui apresentados, a linhagem mdx foi a
que exibiu cerca da metade da resisténcia apresentada pelo controle normal, permanecendo
sobre o rotor cilindrico acelerado gradativamente, com queda ao redor dos 50 segundos apds
inicio do teste, periodo no qual se observou desgaste fisico e cansaco. Estatisticamente este
tempo ndo pode ser considerado significante em relagdo aos controles normais, porém vale

ressaltar que o numero de animais utilizado no experimento é pequeno.
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5.2 Testes funcionais na linhagem SJL/J

5.2.1 Andlise na locomoc¢do, caminhada em plataforma suspensa e de resisténcia nos

membros anteriores e quatro membros

Essa linhagem ndo exibe alteragdes morfologicas quando observados seu livre padrdo
de caminhada e locomogdo em comparacdo a linhagem normal nos primeiros meses de vida,
isto &, até cerca dos quatro meses de vida; a partir dessa idade comega a se observar uma leve
fraqueza muscular evidenciada por uma reducdo da capacidade exploratéria e uma ligeira
perda de equilibrio.

Nos testes da barra suspensa, dentre as linhagens em estudos, estes animais sdo 0s que
exibem resultados mais préximos aos animais normais, sendo capazes de permanecerem fixos
a barra mesmo apos cerca de 1 minuto e meio. Somente ao redor dos quatro meses de idade é
que ocorre uma progressiva reducdo desse periodo de tempo em sua performace funcional
(RAYAVARAPU et al., 2010).

5.2.2 Analise no nado forgcado

A miopatia espontanea que acomete essa linhagem é caracterizada por uma perda
progressiva de massa muscular e forca correspondente a um aumento da patologia muscular.
Embora sua fraqueza possa ser detectada apos trés semanas de idade (a partir de testes fiscos
que evidenciem forca total), a maior patologia ocorre ao redor dos seis meses de vida.

Nesse teste pdde-se observar que, estes animais ap6s um ligeiro acréscimo no tempo do
ato de flutuacdo, a partir dos trés meses de idade, eles passam a submergir na piscina. Tal
sinal clinico pode estar associado a alteracdes cerebrais, uma vez que, este modelo foi
também utilizado em estudos de encefalomielite, esclerose multipla e epilepsia, cabendo
assim tentativas de andlise futura com evidéncias de registros encefalograficos para tentar
identificar alteragbes que possam levar os mesmos a submergirem na &gua ao longo do

avanco da idade. Desta forma, este € um bom teste para a avaliacdo deste modelo.

5.2.3 Anélise no teste de suspensao pela cauda

Animais da linhagem SJL/J, embora ndo exibam visivelmente caracteristicas funcionais

de comprometimento muscular, apresentam neste teste um padrdo que comprova a sua
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fraqueza, que é evidenciada pela flexdo dos membros posteriores junto aos anteriores,

movimento esse ainda mais fregiiente que nos animais da linhagem Large™?.
5.3 Testes funcionais na linhagem Lama2®2/J

5.3.1 Anédlise na locomog¢do, caminhada em plataforma suspensa e de resisténcia nos

membros anteriores e quatro membros

O camundongo Lama2®?/J apresenta uma atrofia e enrijecimento evidente dos
membros posteriores com a progressao da doenca desenvolvendo cifose (curvatura da coluna
que promove o seu arqueamento).

Na avaliagdo dos membros anteriores, os camundongos Lama2®?/J conseguem
permanecer na barra por uma média de tempo considerdvel apesar de sua proeminente
fraqueza. Isso porque a grande maioria dos animais Lama2¥*"/J exibem um bom senso de
equilibrio, ao se erguer e se posicionar na barra através de apoio e sustentacdo pelo torax,
permanecendo nesta posicao tipica por tempos mais longos. Provavelmente esta posicdo exige

menos forga muscular para ser mantida, conforme se pode observar na Figura 29.

Figura 29 — Animal Lama2®%/J na posicéo tipica de equilibrio na barra suspensa — patas dianteiras, apoiando o
torax e utilizando a cauda para se equilibrar.

Portanto, este teste ndo reflete a sua fraqueza e ndo é recomendado para a avaliacdo
funcional desta linhagem.

No teste de avaliacdo dos quatro membros, os camundongos Lama2®2/J conseguem
utilizar a mesma habilidade para se manter seguros na barra. Eles podem realizar um
movimento de rotacdo do corpo, que o0s coloca na posi¢do descrita para 0s membros
anteriores. Neste caso, permanecem por periodos maiores de tempo seguros na barra (20 a 60

50



segundos). Se 0 movimento de rotacdo ndo é feito com sucesso, estes animais ndo conseguem

se prender e caem apds 1 a 5 segundos.
5.3.2 Anélise no nado forcado

Estes animais exibem com a progresséo da idade aumento do ato de flutuar sobre a
agua o que pode significar memoria, reconhecimento do ambiente e percepcdo do espaco
como observado nos camundongos controles C57black6. Pacientes portadores de mutacdes

em LAMA2 n&o apresentam comprometimento cognitivo (TOME et al., 1994).
5.3.3 Analise no teste de suspensédo pela cauda

Animais da linhagem Lama2®%/J por exibirem um grande comprometimento e atrofia
da musculatura esquelética que leva retracdo e perda de mobilidade nos membros posteriores,
sdo impossibilitados de realizarem flexdo dos mesmos, bem como a unido destes aos
anteriores. Assim permanecem em repouso ha maior parte do tempo de suspensdo pela

cauda.
5.3.4 Analise no teste de forca pelo Grip strength

Este estudo mostrou que a forca absoluta evidenciada nos membros anteriores e
posteriores é inferior quando comparados com controles pareados por idade, embora nédo
possa ser considerada significativa frente ao teste estatistico de Mann-Whitney. Trabalhos
demonstram que os camundongos com deficiéncia de laminina-o2 no musculo esquelético
produzem menos forca (STEWART; ANTHONY; GEORGIOS, 2004). Esta distrofia é
caracterizada por grande infiltracdo de tecido conjuntivo quando o musculo esquelético se

degenera e 0 aumento de tecido ndo-contrétil resultara em decréscimo de forca.
5.3.5 Andlise no teste de resisténcia pelo Rota rod

Neste teste de resisténcia, a fraqueza desta linhagem & evidentemente observada. Muitos
ndo conseguiram se posicionar sobre o rotor, demonstrando ja& uma perda de equilibrio e
estresse e, quando o0 mesmo é acionado rapidamente eles sdo levados a queda. Contudo, assim

como no teste de forca pelo grip strength, o teste estatistico ndo mostra que a variacdo dos
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valores seja significante quando comparada aos animais controles, isto € justificAvel pelo

namero amostral ser pequeno (apenas trés animais).
5.4 Testes funcionais na linhagem Large™"

5.4.1 Anédlise na locomog¢do, caminhada em plataforma suspensa e de resisténcia nos

membros anteriores e quatro membros

O camundongo Large™ apresenta uma fraqueza generalizada, abrangendo as quatro
patas, o rabo e musculatura da coluna vertebral, desenvolvendo escoliose. Além disso, 0
diafragma aparece mais severamente afetado pelo processo distréfico que os membros, ja nos
animais jovens, a partir de 3 semanas de idade (HOLZFEIND et al., 2002).

No teste de caminhada sobre plataforma suspensa, esta linhagem exibiu uma perda de
equilibrio significativa com o avanco da idade, levando muito dos animais a queda. Isto pode
ser resultante do crescente comprometimento da musculatura esquelética, associado a
alteracdes neurologicas.

Estes animais, apesar de ndo perderem o movimento de membros dianteiros nem
traseiros, se mantém seguros na barra por tempos bem reduzidos comparados aos demais
modelos distréficos. Isto pode sugerir que essa linhagem ndo possui a mesma agilidade e
capacidade de utilizacdo de outros musculos do corpo para tal, e, praticamente ndo
conseguem se fixar na barra utilizando as quatro patas. Na maior parte das vezes 0s animais
caem imediatamente ao serem colocados na posi¢do ou raramente permanecem na barra por
mais que 10 segundos.

Vale-se ressaltar que o fenotipo dessa linhagem ndo é restrito apenas a distrofia
muscular, mas também inclui defeitos oftalmoldgicos e do sistema nervoso central
(HOLZFEIND et al., 2002). No manejo desta linhagem, nos de fato observamos que a partir
dos seis meses de idade, os animais desenvolvem uma pelicula gelatinosa ao redor do globo
ocular, que mesmo apds assepsia, forma-se novamente rapidamente, como é possivel se

observar na Figura 30.
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Figura 30 — Animal Large™" com aproximadamente sete meses de idade, exibindo uma pelicula translicida ao
redor do globo ocular.

5.4.2 Analise no nado forcado

Estes apresentaram baixa percepcéo espacial, uma vez que permaneceram a maior parte
do periodo nadando. A baixa percepcdo espacial pode estar relacionada com a presenca de
alteracBes neuroldgicas no camundongo Large™?, pois diversas alteracdes cerebrais e retardo
mental sdo encontradas em pacientes humanos com doencas neuromusculares associadas a
defeitos de glicosilagdo (MUNTONI et al., 2002b). Tem sido também relatado que esses
animais exibem deficiéncia neurosensorial (auditiva e visual) e defeitos na mielinizacdo da
raiz dos nervos da coluna vertebral; tais manifestacdes clinicas refletem as caracteristicas ja
observadas na literatura (HOLZFEIND et al., 2002).

5.4.3 Analise no teste de suspensédo pela cauda

Animais dessa linhagem exibem uma fraqueza generalizada que se agrava com 0 avango
da idade. Essa evolucdo da patologia é caracterizada por necrose das fibras musculares e
regeneracdo, proliferacdo endomisial de tecido conjuntivo e adiposo (HOLZFEIND et al.,
2002). Dessa forma, um dos movimentos tipicos efetuado pela mesma é o encolhimento do
corpo, fazendo com que 0s membros posteriores aproximem-se dos anteriores e 0 de rotacdo
ao redor do eixo da cauda. Neste teste é possivel observar significancia para o nimero de

posicdes realizadas que difere em comparagdo aos animais normais
5.4.4 Analise no teste de forca pelo Grip strength

Camundongos Large™? apresentam forca absoluta menor, aproximadamente metade da

apresentada pelos animais normais, no entanto quando se faz a analise estatistica para valores
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de significancia, esta ndo exibe variacbes consideraveis, justificavel pelo reduzido nimero de

animais.

5.4.5 Anélise no teste de resisténcia pelo Rota rod

Ao se analisar diretamente medida de resisténcia nessa linhagem, foi possivel observar
gue a mesma apresenta um valor reduzido quando comparada ao controle normal; os animais
posicionam-se sobre o cilindro movel, permanecem sobre ele, mas quando o mesmo inicia
movimento de rotacdo eles sdo conduzidos a queda. Devido ao numero pequeno de animais
utilizados no teste ao se aplicar anélise esta ndo se mostra significante em nenhuma das

comparac0es realizadas.
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6 CONCLUSOES

De modo geral, os testes utilizados apresentaram diferencas evidentes entre as linhagens

estudadas, o que reflete os diferentes mecanismos patofisiologicos envolvidos.

Ao longo do tempo de estudo, foi possivel tracar a historia natural dos modelos animais
estudados, bem como acompanhar a crescente acentuacdo de suas fraquezas e
comprometimentos musculares; visualizar aspectos clinicos que apenas puderam ser

observados em idade muito avangada.

O teste de resisténcia por fixacdo na barra foi informativo para as linhagens mdx, e
Large™¢, uma vez que serviu como base para demonstrar e comprovar os graus variaveis de
resisténcia e coordenacao desses quando presos a uma fina barra, por verificar a agilidade de
posicionamento e tempo de fixacao.

O teste de suspensdo pela cauda auxiliou a verificar fraqueza nas linhagens SJL/J,

Lama2®?/J e Large™"

, por evidenciar o encolhimento dos membros posteriores a regido
ventral, quando comparado com a mobilidade e presteza de movimentos dos animais

C57blacké.

O teste do nado forcado permitiu uma avaliacdo diferencial das linhagens SJL/J e mdx,

por demonstrar a debilidade em exercer esforco fisico, levando-os a submerséo.

Verificou-se também que as avaliaces através de equipamentos especificos tais como o
Grip strength e do Rota rod que avaliam a forca maxima e a manutencdo do equilibrio,
coordenacdo motora e condicionamento fisico respectivamente, produziram resultados

paramétricos mais precisos.

Atraveés dos testes utilizados, comprovou-se a existéncia de diferentes padrdes de forca,
resisténcia, coordenacdo motora e aprendizagem/memoria ao longo do tempo de vida de cada
linhagem. Portanto, estes testes funcionais foram de suma importancia para tragar linhas de
pesquisas que visem analisar terapias celulares e farmacoldgicas por implantar os mesmos

como auxilio na busca de resultados satisfatérios.
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