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RESUMO

MOSELE, FC. Papel da adiponectina no processo de regeneracdo muscular. 2018,
75 p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo (2019).

No musculo reside um conjunto de células miogénicas indiferenciadas denominadas
células satélites (CS), que sdo essenciais na homeostasia e na regeneracdo muscular.
No entanto, as fases de ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo das CS podem ser
influenciadas por varios fatores extracelulares, como, a adiponectina. Essa adipocina tem
sido amplamente estudada em relacéo a seus efeitos anti-inflamatorios e antidiabéticos,
e foi proposta como reguladora da miogénese in vitro, porém sua atuacéo na regeneracao
in vivo, ainda ndo é bem elucidada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a regeneracao
muscular em camundongos deficientes de adiponectina. A lesao foi induzida pela injecao
de 50 ul de cloreto de bario no musculo tibial anterior esquerdo de animais machos
selvagens (WT) e deficientes em adiponectina (AdKO). Apdés 3, 7 e 14 dias os animais
foram eutanasiados e as amostras coletadas para andlises morfoldgicas, génica e
proteica. O grupo AdKO apresentou maior quantidade de nudcleos centralizados
comparado com o grupo WT apo6s 7 dias da lesdo. Foram encontrados reducao da
expressao génica de Pax7, MyoD e Miogenina nos AdKO apés 3 dias. Houve aumento
dos niveis das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e IL-4 ap0s 3 e 7 dias, respectivamente,
e aumento das citocinas pré-inflamatérias IL-1B, IL-17, TNF-a e IFNy apds 7 dias nos
animais AdKO. Apesar de nao haver diferenca entre 0os gendétipos na expressao génica
de F4/80, os animais AdKO apresentaram aumento de CD206. Os animais WT tiveram
aumento de mRNA de adiponectina com 7 dias da lesdo. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre os genétipos quanto ao infiltrado inflamatério, a deposicao
de colageno total, a area de seccao transversal e a recuperacdo da massa muscular.
Concluimos que a adiponectina é importante no processo de remodelamento tecidual
durante a regeneracdo e que sua deficiéncia ndo compromete a maturacdo das fibras
musculares, devido aumento da resposta anti-inflamatoria, apesar de haver um possivel

comprometimento na resposta pro-inflamatoria.

Palavras-chave: Regeneracdo muscular. Adiponectina. Células satélites. Inflamacé&o.



ABSTRACT

MOSELE, FC. Role of adiponectin in the process of muscle regeneration. 2018, 75
p. Dissertation (Masters thesis in Cell and Biology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo (2019).

In the muscle resides a set of undifferentiated myogenic cells, called satellite cells (SC),
which are essential in the maintenance of homeostasis and muscle regeneration.
However, the control and activation of SC can be influenced by several extracellular
myogenic factors, such as adiponectin. Adiponectin, an adipokine, mainly produced by
subcutaneous adipose tissue, has been widely studied in relation to its anti-inflammatory
and anti-diabetic effects, but its role as regulator of in vivo regeneration is not yet well
elucidated. Here we evaluate muscle regeneration in adiponectin deficient mice. Barium
chloride was administered to the left anterior tibial muscle of wild type (WT) and
adiponectin deficient (AdKO) animals. The right anterior tibial muscle was not injured and
was used as control. The animals were euthanized after 3, 7 and 14 days after injury. We
measured the area of the fibers by laminin, in addition to qualitatively evaluating the
response to injury by HE and picrosirius. The inflammatory response was verified by the
concentration of several cytokines in the muscle, by ELISA, and by the gene expression
of some inflammation pathways (RT-gPCR). The regeneration response was obtained by
the analysis of regulatory genes of this process by RT-pPCR. The data were compared
statistically and the significant differences considered presented p <0.05. The lesion was
effective in causing tissue damage, and the activation of regulatory genes of the
regeneration process besides inducing inflammation in WT. However, we observed that
the animals with deletion for the adiponectin gene presented a myogenic response
potentially similar to the control animals, however, the cellular response presents
differences. We conclude that adiponectin deficiency does not compromise muscle

regeneration, although there is a possible compromise of the pro-inflammatory response.

Keywords: Muscle regeneration. Adiponectin. Satellite cells. Inflammation
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1 INTRODUCAO

1.1 Musculo esquelético

O tecido muscular esquelético compde grande parte da musculatura nos
vertebrados, sendo responsavel pela geracdo de forca, locomocdo, adaptacao
metabdlica e armazenamento de glicogénio. Esse tecido é constituido de filamentos
alongados e cilindricos, denominados miofibrilas, que formam as fibras musculares
multinucleadas, cujos nucleos estdo localizados na regido periférica, proximos a
membrana plasmatica, também chamada de sarcolema (BROOKS, 2003; FRONTERA,;
OCHALA, 2014).

As fibras musculares esqueléticas apresentam estriacdes transversais,
decorrentes da repeticdo de unidades contrateis ao longo da fibra, conhecidas como
sarcdOmeros. Os sarcémeros sdo constituidos por proteinas miofibrilares contrateis e nao
contrateis. Como contrateis, se destacam a actina e a miosina, essenciais para a
contragcdo muscular (FRONTERA; OCHALA, 2014; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008) e
as nao contrateis incluem desmina, nebulina, a-actinina, proteinas do citoesqueleto,
essenciais para a organizacao dos sarcémeros e na sinalizacao celular (GAUTEL, 2011;
LANGE; EHLER; GAUTEL, 2006).

Também residem, no masculo esquelético, um conjunto de células mononucleares
indiferenciadas, denominadas células satélites (CS) (MAURO, 1961). Estas células
receberam esse nome devido sua localizacéo entre a lamina basal e o sarcolema da fibra
muscular, sendo essenciais na plasticidade muscular, uma vez que participam do
crescimento, da manutencdo e da regeneracdo do tecido (MOTOHASHI; ASAKURA,
2014; PETTE; STARON, 2000).

A plasticidade muscular engloba todas as alteracbes nas caracteristicas
estruturais, metabdlicas e funcionais decorrentes dos estimulos que modificam o
ambiente muscular, como, por exemplo, a atividade contratil, a carga no musculo e o
fornecimento de substrato (FLUCK; HOPPELER, 2003; MAGAUDDA et al., 2004; PETTE;
STARON, 2000). Uma das principais caracteristicas dessa plasticidade € a regulacao

intrinseca da transcricdo de genes musculo-especificos que promovem o0 aumento ou
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reducao da sintese proteica (GLASS, 2005; PALLAFACCHINA; BLAAUW; SCHIAFFINO,
2013). Ou seja, considerando que cerca de 85% do volume da fibra muscular é proteina
(HOPPELER, 1986) qualquer desequilibrio entre as vias de anabolismo e catabolismo
pode contribuir para o aumento ou reducdo da massa muscular (hipertrofia ou atrofia
muscular) (FAVIER; BENOIT; FREYSSENET, 2008).

O numero de nucleos na fibra muscular é fator determinante da taxa de sintese
proteica, uma vez que fornecem a quantidade necesséria de DNA para suportar o
aumento da transcricdo e, consequentemente, da tradugcdo de RNAm para proteinas
especificas e para a maquinaria da traducéo, ja que aumento da sintese de proteinas
requer também aumento da maquinaria, como ribossomos, enzimas e cofatores, por
exemplo. Com base no conhecimento de que os mionucleos das fibras musculares
maduras sao pos-mitéticos, ou seja, ndo possuem a capacidade de divisdo, a adicdo de
novos mionucleos compete as CS, que sdo precursores miogénicos com intensa
atividade mitogénica. Essas células, quando ativadas, proliferam e se diferenciam
fornecendo nucleos para a regeneracéo da microlesdo muscular (miotrauma adaptativo),
contribuindo assim com o auto reparo e hipertrofia da miofibra (CHARGE; RUDNICKI,
2004; HAWKE; GARRY, 2001; HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005; SNIJDERS et al., 2015).

1.2 Biologia das células satélites

Originalmente descrita no musculo esquelético de ras (MAURO, 1961), as CS
foram identificadas também em aves, répteis e mamiferos (GAMBLE; FENTON;
ALLSOPP, 1978; HARTLEY; BANDMAN; YABLONKA-REUVENI, 1992; KAHN;
SIMPSON, 1974).

No musculo as CS estdo em estado de quiescéncia, ou seja, na fase GO do ciclo
celular e, nessa condi¢cdo, possuem caracteristicas morfologicas distintas das células
musculares, apresentando citoplasma delgado, organelas difusas e nlucleo pequeno com
alta taxa de heterocromatina, com baixissima atividade transcricional (ASFOUR,
ALLOUH; SAID, 2018; HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005). Em resposta a miotraumas
severos ou adaptativos, que requerem a regeneracdo muscular, as CS sao ativadas e

sua morfologia muda drasticamente. Ha aumento do volume citoplasmatico, as organelas
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(aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico), se tornam aparentes e a quantidade de
heterocromatina reduz (HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005).
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Figura 1. Representacao do processo de regeneracdo muscular. Em resposta a injaria, CS quiescentes
se tornam ativadas e proliferam. Algumas dessas células retornam ao estado quiescente, mantendo o
pool de CS, por um processo chamado de auto renovac¢do. Em seguida o outro conjunto de células,
migram ao local da lesdo e, dependendo da severidade, se fusionam a miofibra danificada, gerando
novos mionucleos, ou alinham e fusionam-se umas as outras, produzindo uma nova miofibra,
restaurado a integridade e funcdo do tecido muscular. Retirado de Hawke e Garry, 2001.

Apés ativacdo, o processo de regeneracdo ocorre de forma semelhante a
miogénese (RELAIX, 2006), porém as CS podem seguir trés destinos diferentes (Figura
1): originar novas CS, diferenciar-se em novos mionudcleos ou participar da formacéo de
novas fibras (apenas em situacdes de necrose seguida de regeneracéo) (CHARGE;
RUDNICKI, 2004; HAWKE; GARRY, 2001).

Assim como sua funcao, a preservacao do pool de CS também é essencial na
manutencdo da homeostasia do musculo esquelético (TIERNEY; SACCO, 2016). Apés a
ativacdo e a proliferagdo, um conjunto de células retornam ao estado quiescente para
manter um pool constante, através de um mecanismo de divisdo assimeétrica, para o
proximo processo de regeneragdo, quando vier a ser necessario (DUMONT; WANG;
RUDNICKI, 2015; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017; KUANG et al., 2007). Nesta
direcdo, os estudos tém demonstrado que parte do desenvolvimento da sarcopenia

associada ao envelhecimento, se da por uma diminui¢do na quantidade e atividade das
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CS (BRACK et al., 2007). Em ratos, as CS constituem cerca de 2% dos nucleos no
musculo de idosos, que nos adultos correspondem cerca de 4% e de 30% nos neonatos
(ASFOUR; ALLOUH; SAID, 2018; MOURA; RICCI, 2006).

Além da idade, outro fator determinante na quantidade de CS é o tipo de fibra.
Fibras oxidativas, caracterizadas pela alta densidade de jun¢bes e capilares em relacdo
as fibras glicoliticas, apresentam numero de CS cinco a seis vezes maior. Logo, o
processo regenerativo em fibras lentas ocorre mais rapidamente, o que pode atribuir
papéis diferentes na formacéo e diferenciacdo dos distintos tipos de fibras (FOSCHINI;
RAMALHO; BICAS, 2004).

As CS, tanto no estado quiescente como no estado ativado, expressam
marcadores miogénicos, ndo expressos pelas fibras musculares, que permitem sua
caracterizacdo e compreenséao da sua biologia. Varios marcadores, expressos em etapas
distintas do ciclo celular, conferem uma assinatura molecular para as CS, que juntos
regulam as fases de ativacéo, proliferacéo, migracéo e diferenciacdo durante o processo
de crescimento ou reparo muscular (HAWKE; GARRY, 2001; RELAIX; ZAMMIT, 2012).

Em quiescéncia, as CS sao molecularmente conhecidas por expressarem
simultaneamente CD34, m-caderina, c-met, NCAM (neural cell adhesion molecule),
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), Pax7, Pax3 (paired box transcription
factors), entre outros (BEAUCHAMP et al., 2000; CHARGE; RUDNICKI, 2004;
CORNELISON et al., 2000; HAWKE; GARRY, 2001; IRINTCHEV et al., 1994; SCHMIDT
et al., 2003).

A M-caderina, VCAM-1, NCAM e CD34 sdo moléculas importantes tanto na
adesdao das CS a lamina basal guanto na migracéo dessas. O c-Met é receptor para HGF
(hepatocyte growth factor), um potente ativador da mitose nas CS e importante também
na migracao. A expressdo especifica do fator de transcricdo Pax7 é essencial para o
crescimento e reparo pelas CS (VON MALTZAHN et al., 2013), pois participa da
especificacdo dessas células (SEALE et al., 2000), evitando a apoptose (RELAIX et al.,
2006). Em 2000, Seale et al. observaram que a inativacdo de Pax7 acarretava em
deficiéncia muscular grave e letalidade. Ja em 2006, Relaix et al. demonstrou que a
auséncia de Pax7 culminava numa atrofia do musculo adulto pela perda das CS, que

sofrem apoptose, e que esse tecido ndo regenerava mesmo na presenca de Pax3,
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indicando que ndo ha potencial compensatorio para a auséncia de Pax7 (RELAIX et al.,
2006).

Apés ativadas, a expressdo desses marcadores se mantém em menores niveis
até que se inicie a proliferacdo, uma vez que outros marcadores passam a caracterizar
essas células, como os fatores de regulacdo miogénica (MRFs, myogenic regulatory
factors) (SEALE; RUDNICKI, 2000).

Os MRFs sdo fatores transcricionais expressos no musculo esquelético durante a
miogénese e crescimento muscular, nos processos de reparagdo, sendo importantes
também para a manutencéo do fenétipo do musculo. Fazem parte dos MRFs a MyoD,
Miogenina, Myf5 e MRF4/MyF6 (FOSCHINI; RAMALHO; BICAS, 2004; ZAMMIT, 2017).
Durante o estado de quiescéncia, a expressdo dos MRFs é praticamente negativa, exceto
para Myf5, que possuem niveis detectaveis em grande parte das CS quiescentes,
indicando que essas células ja estédo direcionadas para a via miogénica (BEAUCHAMP
et al., 2000; GAYRAUD-MOREL et al., 2012).

Apesar da variacdo no comprimento e na sequéncia de aminoacidos, essas
proteinas nucleares contém trés dominios principais. O primeiro € um dominio basico
altamente conservado, conhecido como “basic helix-loop-helix” (bHLH), localizado numa
regido central; o segundo é rico em cisteina/histidina que reside ao lado N-terminal
adjacente ao bHLH e o terceiro € um dominio rico em serina/treonina, localizado préximo
a extremidade C-terminal (ASFOUR; ALLOUH; SAID, 2018; HERNANDEZ-HERNANDEZ
et al., 2017; SABOURIN; RUDNICKI, 2000).

Os MRFs reconhecem, através de seu dominio basico (“basic”), uma sequéncia
consenso no DNA conhecida como E-box (5"-CANNTG-3"), presente na regido promotora
da maioria dos genes musculo-especificos. A regiao “helix-loop-helix” do MRF constitui o
dominio de ligacdo dessa molécula com proteinas E, como E12 e E47. A ligacdo do
heterodimero MRF-proteina E a sequéncia E-box ativa a transcricdo dos genes musculo-
especificos, levando a sua expressdo (ASFOUR; ALLOUH; SAID, 2018; HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2017; MEGENEY; RUDNICKI, 1995a; MOLKENTIN; OLSON, 1996;
SABOURIN; RUDNICKI, 2000). Além disso, essa interacdo pode iniciar a transcricao dos
genes dos proprios MRFs durante o crescimento muscular (MURRE et al.,, 1989;
SASSOON, 1993).



22

Pax7 é essencial na ativacdo das CS por se ligar diretamente a proteinas
intensificadoras da transcricdo de Myf5 e a regido promotora de MyoD, garantindo a
expressao desses MRFs j& nos estégios iniciais da ativacdo das CS (SOLEIMANI et al.,
2012), sendo ambos regulados de forma independente durante o ciclo celular a medida
que a proliferacdo ocorre. A MyoD e o Myf5 sdo, portanto, conhecidos como fatores
primarios, sendo expressos em mioblastos na fase de proliferacdo, que antecede a de
diferenciacdo, (MEGENEY; RUDNICKI, 1995b) porém também sdo expressos em CS
ativas e por isso, o melhor marcador para diferenciar CS ativadas de CS em proliferacao
€ o0 antigeno nuclear de célula proliferativa (PCNA, proliferating cell nuclear antigen)
(ASFOUR; ALLOUH; SAID, 2018). Enquanto que a miogenina e 0 MRF4 sdo expressos
em células na fase de diferenciacéo e fusdo em fibras musculares imaturas (Figura 2)
(MEGENEY; RUDNICKI, 1995b). Na auséncia de MyoD a fase de proliferacdo é
prolongada (YABLONKA-REUVENI et al., 1999).

Em cada fase do processo regenerativo ha vias de sinalizacéo envolvidas e dentre
muitas, a via de Notch e Wnt tém papel importante no equilibrio entre a proliferacéo e
diferenciacdo das CS. Localizado na membrana das CS, o receptor Notch, quando
ativado pelo seu ligante Delta, € clivado e migra para o nucleo, onde ativa a transcri¢ao
de Hes, fator de transcricdo envolvido na ativacdo do ciclo celular, logo, culmina na
proliferacdo das CS ativadas (BRAY, 2006; LUO; RENAULT; RANDO, 2005). Apo6s a
proliferacdo, é necessario que haja declinio dessa sinalizacao para que as CS partam
para a proxima fase, por isso, Numb é essencial. Vindo de células em divisao assimétrica
ativa, Numb inibe Notch, permitindo agora a expressdo dos MRFs (CONBOY; RANDO,
2002). Sendo assim, uma inibicdo precoce de Notch nesta fase, por qualquer outro fator,
impede o aumento da populacdo das CS e consequentemente, pode prejudicar a
regeneracao.

Por outro lado, a sinalizacdo de Whnt, ligante do receptor de membrana Frizzled,
promove a diferenciagao, através da estabilizagao de B-catenina no nucleo, que culmina
na ativacdo de genes musculo-especificos necessarios nesta fase (PALLAFACCHINA,;
BLAAUW; SCHIAFFINO, 2013; VON MALTZAHN et al., 2012). Logo, o equilibrio entre
as duas sinalizagbes possibilita uma passagem precisa das CS pelos estagios da
regeneracao (BRACK et al., 2008).
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Além de Notch e Wnt, outras vias de sinalizacdo participam do controle das CS.
ERK1/2 é essencial para a proliferacédo (JONES et al., 2001), logo, para induzir a fase de
diferenciacdo das CS, deve ser suprimida, ja que sua ativagdo inibe a expressédo de
miogenina (YOKOYAMA et al., 2007). De acordo com Gopinath et al. (2014), FOXO3 é
expresso em CS quiescentes, sendo importante para o retorno a quiescéncia. A
regeneracao de animais com delecdo especifica desse fator de transcricdo nas CS nao
é prejudicada, indicando um comprometimento no processo de auto-renovagdo dessas
células, enquanto que a super expressao de FOXO3 nessas mesmas células é capaz de
suprimir a entrada no ciclo celular.

Foi demonstrado também que miRNAs participam na regulacdo da quiéscencia
da CS. miR-489 é altamente expresso em CS quiescentes, regulando o gene Dek, alvo
envolvido com a proliferagédo das CS (CHEUNG et al., 2012). Outro miRNA envolvido na
manutencdo da quiescéncia € o miR-31, que inibe a traducdo de MyFb5, ja expresso na
maioria das CS quiescentes (CRIST; MONTARRAS; BUCKINGHAM, 2012) .

Embryqnlc Satalits Satellite cells Myoblasts Myocytes Myotubes
progenitors stem cells )
Pax7 Pax7 MyoD Myogenin

Pax7 Myf5 Myf5 Myogenin MRF4
CD34 MyoD
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Figura 2. Representacdo esquematica do processo de miogénese. Células satélites quiescentes séo
ativadas por miotraumas. A expressdo de miogenina e MRF4 induz a diferenciacdo dos mioblastos em
midcitos. Posteriormente, 0s midcitos se fundem para originar os miotubos. * auto renovacgao. Adaptado de
Dumont et al., 2015.

1.3 Regeneracao muscular
A regeneragdo muscular, também chamada de miogénese poés-natal, € um
processo altamente sincronizado e complexo, no qual as células inflamatorias também

participam, com o objetivo de restaurar a integridade e homeostase do tecido (SAINI et
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al., 2016). Isso se da através de um equilibrio entre atividades pr6 e anti-inflamatérias e
pré e anti oxidantes, mantido pela acéo de espécies reativas de oxigénio (ROS, Reactive
Oxygen Species), fatores de crescimento, citocinas e hormonios (SILVA; MACEDO,
2011). A inflamacéo na regeneracéo é totalmente controlada e regulada através de fases
bem definidas, com o objetivo de garantir uma completa e eficiente reconstrucéo do tecido
(KHARRAZ et al., 2013). No geral, esse processo pode ser basicamente caracterizado
em trés fases: degenerativa, proliferativa e de remodelamento, que se sobrepde com as
fases de ativacéo, proliferacdo e diferenciacdo das CS, conduzidas pelos diferentes
MRFs (BARBERI et al., 2013; FORBES; ROSENTHAL, 2014; MOURA; RICCI, 2006)
(Figura 3).

A primeira fase se da pela lesédo do sarcolema derivada do aumento no influxo de
calcio, que culmina numa répida necrose do tecido. Isso porque esse influxo promove
ativacdo, possivelmente, de calpainas e de proteases responsaveis pelo desarranjo das
proteinas estruturais dos sarcomeros (TIDBALL, 2011). Essa lesdo do sarcolema é
responsavel pela ativacédo local da resposta imune inata via libera¢éo de acidos nucleicos
gue agem como padrdes moleculares associados a danos (DAMPs, Damage-Associated
Molecular Pattern), de proteinas de choque térmico e de proteinas de alta mobilidade
(Hmgl) (COSTAMAGNA et al., 2015; KHARRAZ et al., 2013). Além desses, também ha
a liberacdo de eicosanoides derivados do acido araquiddnico, um constituinte dos
fosfolipidios das membranas plasmaticas. Esses eicosanoides, em especial as
prostaglandinas, colaboram na vasodilatacdo, na atividade quimiotatica e no aumento da
permeabilidade do endotélio vascular (FERRARI et al., 2005; SILVA; MACEDO, 2011).
Em conjunto, essas moléculas agem possibilitando a invasédo de células inflamatorias
para o local do dano, evento subsequente a lesédo do sarcolema.

Os neutrdfilos s&o os primeiros a chegar no local lesionado e tém como principal
funcdo a remocao, por fagocitose, dos fragmentos relacionados a leséo (MOURA; RICCI,
2006). Para tal, liberam proteases lisossomais, formam ROS e ativam a enzima
mieloperoxidase (MPO) (DOMINGUES-FARIA et al., 2016). Teixeira et al. (2003) verificou
aumento de tecido necrosado e atraso no processo regenerativo em animais nocaute
para neutrdéfilos, demonstrando a importancia dessas células para este processo. Essa

resposta pelos neutrdfilos deve ser aguda e altamente regulada, como forma de preservar
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células e tecidos circundantes e evitar exacerbacdo do dano por um aumento na
formacdo de ROS (MOURA,; RICCI, 2006). Atraida por MPO secretada e ativada pelos
neutrofilos, a segunda subpopulagédo a migrar para o local danificado deriva de um tipo
de leucécito, os mondcitos, que quando saem da circulagdo e migram para os tecidos
passam a ser denominados macrofagos. No entanto, estudos in vivo relatam que os
monaocitos recrutados apos lesdo poderiam vir primeiramente do tecido conjuntivo
circundante no musculo (ALMEIDA et al., 2016).

Os macrofagos existem em populacdes funcionais distintas, atuando em
momentos diferentes apds o dano tecidual. Sdo classificados pela funcédo oposta que
exercem, sendo denominados M1 ou M2, referindo-se a ativacéo classica ou alternativa,
respectivamente (SAINI et al., 2016). Domingues-Faria et al. (2016) aponta que funcao
dos macrofagos que invadem precocemente o local lesionado difere daqueles que
aparecem mais tardiamente. A populacdo M1 dos macréfagos atrai as CS para o local
lesionado (ROBERTSON et al., 1993), estimulando a proliferacdo, enquanto que os
macréfagos M2 atuam no processo de diferenciagcdo (ARNOLD et al., 2007; AURORA;
OLSON, 2014; CANTINI et al., 1994; DOMINGUES-FARIA et al., 2016).

Nessa fase de degeneracao, caracterizada por uma inflamacéo aguda, o nimero
de macréfagos M1, denominados também de pré-inflamatérios, aumenta para realizar a
fagocitose, além de contribuirem na regulacao da atividade mitética das CS e na liberagéo
de fatores de crescimento e citocinas, tais como TNF-a e IL-1 (FERRARI et al., 2005;
MOURA,; RICCI, 2006).

A fase seguinte é caracterizada pela fagocitose do tecido necrosado, surgimento
de novos capilares sanguineos, proliferacdo das CS, estimulada por M1, e de
fibroblastos, que produzem fibronectina, colageno e outros componentes da matriz
extracelular (MEC) (DOMINGUES-FARIA et al.,, 2016; MOURA; RICCI, 2006; SILVA;
MACEDO, 2011). Com o0 avanc¢o do processo regenerativo, os macrofagos M1 mudam
diminuem em proporcéo e ha um aumento do recrutamento e diferenciagdo desses novos
macréfagos para o fenétipo M2, com o objetivo de minimizar a inflamacéo, passando a
liberar IL-10 e TGF-B, por exemplo. Essas citocinas anti-inflamatdrias sdo essenciais na
cicatrizagdo adequada, contribuindo para a angiogénese e para a deposicdo transitoria

da matriz extracelular (YANG; HU, 2018). O aumento da populacdo de macréfagos M2,
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também chamados de anti-inflamatérios, também é importante na diferenciacéo e fuséao
das CS, sendo esses 0s que possuem papel efetivo na regeneracédo (PILLON et al., 2013;
TIDBALL; VILLALTA, 2010).

A (Ultima fase, a de remodelamento, consiste da diminuicdo dos capilares
sanguineos, organizacao das fibras de colageno | e, por fim, maturacdo das miofibras,
restaurando a funcionalidade do tecido reparado (MOURA; RICCI, 2006). Nessa fase &
fundamental evitar a formacé&o de fibrose, que pode comprometer a forga e a flexibilidade

do musculo.
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Figura 3. Modulagédo da inflamacdo na regeneracdo muscular. 1) A lesdo muscular desencadeia a
migragdo de neutrdfilos até o dano. La, eles removem o tecido necrético e ativam macréfagos M1 por
IFN-g, TFN e MPO. Os M1 secretam tanto fatores pré-inflamatérios como outros fatores importantes para
a ativacao das CS. 2) Além de requerer um balanco entre acdes pré e anti-inflamatérias, a regeneragéo
também conta com o remodelamento da MEC para substituir as miofibras destruidas por tecido
conjuntivo, ou seja, uma fibrose, que deve ser temporéria para ndo comprometer a fungdo muscular. 3)
IL-4 e IL-13, 0 IGF-1 promovem a polarizagéo dos macréfagos para M2, controlando a inflamagé&o e dando
continuidade a regeneracao através de TGF-B. Retirado de Forbes et al. (2015).

N&o obstante, a ativacdo da CS parece ser um evento critico para o
remodelamento vascular do musculo esquelético, e por sua vez a vasculariza¢ao se torna
necessaria para que haja o correto suprimento de oxigénio, nutrientes e fatores de
crescimento para as células satélites, inclusive o VEGF (vascular endothelial growth
factor) parece ter um efeito indutor na atividade das CS (JOANISSE et al., 2016).
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No entanto, o controle e ativacao das CS podem ser influenciados por varios outros
fatores de crescimento, que atuam como reguladores positivos, como os horménios (GH
- growth hormone, insulina e testosterona), os fatores de crescimento (IGF-I, insulin-like
growth factor; HGF, hepatocyte growth factor; FGF, fibroblast growth factor) e também as
citocinas IL-6, interleukin-6; e IL-15, Interleukin-15; e/ou reguladores negativos como o
TGF-B, transforming growth factor-beta (ASFOUR; ALLOUH; SAID, 2018; CHARGE;
RUDNICKI, 2004). Por exemplo, tanto os fatores de crescimento da insulina | e 1l (IGF-I
e IGF-Il) participam na inducdo da proliferacédo, porém, IGF-I tem papel mais eficiente na
diferenciacéo (JIMENEZ-AMILBURU et al., 2012). O fator de crescimento de fibroblastos
2 (FGF-2) atua no recrutamento de CS para o ciclo celular, fornecendo mais células para
a regeneracdo (KASTNER et al., 2000). O fator de crescimento de hepatdcitos (HGF)
induz a ativacao e proliferacdo das CS (GAL-LEVI et al., 1998; MILLER et al., 2000). IL-
6 participa da proliferacdo das CS, ativando STAT3 que ativa a expressao de ciclina D1,
extremamente importante para a saida de GO (SERRANO et al., 2008).

O balanco entre as citocinas pré e anti-inflamatorias também podem ter papel
determinante na regulacdo das CS e, consequentemente, na regeneracdo muscular.
Inclusive tem sido demonstrado que o TNF-a é necessario nas primeiras 24 horas, mas
deve diminuir na sequéncia para que o processo ocorra de maneira eficaz, ao mesmo
tempo que citocinas anti-inflamatérias, como a IL-4 e IL-10 apresentam comportamento
oposto (COSTAMAGNA et al., 2015). O conhecimento sobre a interacdo entre
marcadores inflamatérios e o processo de ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo das
células satélites tem avancado, mas ainda ha muitos aspectos a serem esclarecidos.

Diversos estudos indicam que as CS sao as principais células miogénicas
precursoras e que nenhum outro tipo celular é capaz de compensar sua perda (DUMONT
et al., 2015). Entretanto, outras células constituintes do nicho também s&o descritas por
contribuirem na regeneracdo. Por exemplo, a proliferacdo dos fibroblastos durante a
regeneracao esta correlacionada com o aumento das CS (MURPHY et al., 2011). Outra
célula participante da formacdo da MEC, os progenitores fibro-adipogénicos (FAPS),
atuam na diferenciacdo das CS, ao contrario dos fibroblastos, liberando IL-6 e IGFL1.
Alguns outros tipos de células residentes no musculo esquelético adulto podem adquirir

expressdo de marcadores de CS e contribuirem na miogénese in vitro. A populagéo de
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PICs (células intersticiais PW1*/Pax7), segundo Mitchell et al. (2010), representa uma
célula-tronco bipotente, ja que adquirem expressao de Pax7 e MyoD quando cultivadas
in vitro com mioblastos. De acordo com Dellavalle et al. (2007), os pericitos, células
localizadas ao redor dos vasos sanguineos, podem se diferenciar em miotubos e a
cocultura com mioblastos aumenta esse fenébmeno. Tais células apresentam potencial

terapéutico e requerem mais estudos.

1.4  Adiponectina na regeneracdo muscular

Dentre os aspectos a serem melhor elucidados na regeneracdo, podemos
destacar o papel da adiponectina, que recebeu essa denominagcdo como consenso, por
ter sido descoberta por quatro grupos de pesquisa de forma independente, sendo
chamada de AdipoQ (HU; LIANG; SPIEGELMAN, 1996), Acrp30 (SCHERER et al.,
1995), apM1 (MAEDA et al., 1996) e GBP28 (NAKANO et al., 1996). Desde entdo, seus
beneficios sobre a sensibilidade a insulina, inflamacéo sistémica (AMIN et al., 2010;
KATSIKI; MANTZOROS; MIKHAILIDIS, 2017; WANG et al., 2016) e, mais recentemente,
também como regulador da miogénese in vitro (FIASCHI et al., 2009, 2012), fizeram dela
alvo de diversos estudos.

Essa adipocina, secretada pelo tecido adiposo, possui estrutura semelhante a um
fator complemento 1q (LUO; LIU, 2016) e existe em trés formas distintas (Figura 4): a de
baixo peso molecular (LMW, Low Molecular Weight), em forma de trimero; médio peso
molecular (MMW, Medium Molecular Weight), em forma de hexamero; e alto peso
molecular (HMW, High Molecular Weight) (LIU; LIU, 2014; LUO; LIU, 2016; TILG;
MOSCHEN, 2006).

Com essas diferentes formas oligoméricas, a adiponectina circula
abundantemente no sangue, sendo referida como adiponectina de comprimento total
(fAd). Porém, uma forma adicional menor, denominada adiponectina globular (gAd), que
contém apenas o dominio C-terminal, é produzida através da clivagem de fAd por uma
elastase derivada de neutrdéfilo ou mondcito ativado (OKAMOTO et al., 2006; WAKI et al.,
2005).
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Ela desempenha seus efeitos através de dois receptores, chamados AdipoR1 e
AdipoR2. Com sete dominios transmembranares, seus receptores possuem a cauda N-
terminal interna e a C-terminal externa, o oposto encontrado em outros receptores
acoplados a proteina G (GHADGE; KHAIRE; KUVALEKAR, 2018). Os receptores
AdipoR1 e R2 sdo predominantemente expressos, respectivamente, no musculo
esquelético e no figado, porém ambos também sdo expressos no tecido adiposo e em
outros tecidos (KADOWAKI; YAMAUCHI, 2005; YAMAUCHI et al., 2014). AdipoR1 é
considerado receptor para a forma gAd, possuindo pouca afinidade por fAd, enquanto
AdipoR2 apresenta afinidades intermediarias para ambas formas (LIU; SWEENEY,
2014).

Foi descrito também a T-caderina, com afinidade para a forma hexamérica, que
esta presente no sistema cardiovascular, nervoso e musculo esquelético, participando
também da adesdo e sinalizacdo celular (FERNADES; ALBUQUERQUE; MOREIRA,
2008).
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Figura 4. llustragdo da estrutura da adiponectina e suas formas oligoméricas. Retirado de Okamoto et al.,
2006.

A adiponectina é amplamente estudada devido seus efeitos antidiabéticos,
principalmente no figado e no musculo esquelético (FIASCHI et al., 2014; TURER;
SCHERER, 2012). Nos hepatécitos, esta envolvida com a redugdo da gliconeogénese,

aumento da sintese de glicogénio e do consumo de glicose, enquanto que, no musculo
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participa da oxidac&o de acidos graxos, da producao de lactato e da captacdo de glicose
(FIASCHI et al., 2009; LIU; SWEENEY, 2014).

No musculo esquelético, a ativagdo da fosfatidilinositol (Pl) 3-quinase, quando
estimulado pela insulina, é inibida pela grande quantidade de triglicerideos (TG)
armazenado, o que afeta o transporte e absorcéo de glicose, culminando na resisténcia
a insulina (SHULMAN, 2000). A adiponectina atua na diminuicdo desses TG
armazenados, tanto no tecido hepatico como no musculo esquelético, o que contribui na
melhora da sinalizacdo da insulina. Isso ocorre pois sua agdo aumenta a expressao de
moléculas que participam no transporte e metabolismo de acidos graxos e na dissipacao
de energia (YAMAUCHI et al., 2001). No musculo, tanto gAd como fAd ativam AMPK,
estimulando a fosforilag&o inibitoria de acetil-coA carboxilase (ACC), o que desencadeia
a B-oxidacdo e a absorcdo de glicose, através da translocacdo de GLUT4 para o
sarcolema. Ao mesmo tempo, também ativam PPARa, o que aumenta a p-oxidacao.

Ja no figado, apenas fAd ativa PPARa e AMPK, reduzindo fosfoenolpiruvato
carboxilase e glicose-6-fosfatase, moléculas envolvidas na gliconeogénese; aumentando
a fosforilagao inibitoria de ACC e B-oxidacéo, respectivamente (CHENG et al., 2014;
FERNADES; ALBUQUERQUE; MOREIRA, 2008). A despeito das evidéncias que
descrevem sua atuacdo como molécula sensibilizadora para insulina, pacientes com
sensibilidade a insulina afetada apresentam niveis circulantes reduzidos dessa adipocina
quando comparado a sujeitos eutréficos (LAGO et al.,, 2007; SADA et al., 2006;
SOWERS, 2008).

Em adicdo, essa adipocina também possui efeitos antiinflamatérios e
cardioprotetores. Nos macrofagos, inibe a fagocitose e a producao de citocinas (LAGO et
al., 2007) e participa da polarizagdo de M1 para M2, suprimindo a ativagdo de M1 e
promovendo a proliferacdo de M2 (LUO; LIU, 2016), fendbmeno fundamental na
regeneracao. No sistema cardiovascular, a adiponectina reduz a expressédo de moléculas
de adesédo, a formacdo de foam cell e proliferacdo das células musculares lisas, e
aumenta o colesterol HDL, reduzindo assim o risco de aterosclerose (PETTO et al., 2015;
VILLARREAL-MOLINA; ANTUNA-PUENTE, 2012).

Em 2009, foi demonstrado a capacidade da adiponectina globular em induzir a

diferenciacéo in vitro de mioblastos, através da ativacdo de p38, Akt e AMPK e de uma
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sinalizacao redox especifica, culminando no aumento da expressdo de marcadores
musculo-especificos, como mMMHC e caveolina-3 (FIASCHI et al., 2009). Dessa forma,
pela primeira vez foi evidenciado o papel direto dessa adipocina no processo de
regeneracao muscular.

Apos ativadas, as CS migram para o local danificado para diferenciar-se, onde
podem formar novas fibras a partir da fusdo com outras CS ou originar novos mionucleos
ao se fundir com as fibras locais danificadas (DUMONT et al., 2015). Fiaschi et al. (2012)
demonstraram que a adiponectina atua nesse processo de migracao das CS. In vitro, CS
tratadas com gAd indicavam aumento da migracéo, processo favorecido pela producéo
da metaloproteinase-2, facilitando a degradacdo da MEC e a formac&do de miotubos.
Observaram ainda que gAd promove fosforilacdo de p38 MAPK, molécula responsavel
pelo switch da quiescéncia para a ativacao das CS (JONES et al., 2005).

A adiponectina circulante, embora os adipdcitos sejam os principais produtores
também pode ser produzida por outros tipos celulares, tais como glandula pituitaria,
endotélio e hepatdcitos, além das células satélites (FIASCHI et al., 2012). As CS
produzem adiponectina de comprimento total, porém essa demonstrou menor eficacia na
inducado da migracao, sugerindo que a protedlise de fAd seja necessaria para maximizar
os efeitos da adiponectina. Ambos trabalhos de Fiaschi et al. (2009, 2012) indicam um
sistema autdcrino de producao de adiponectina, cuja secrecdo pode ser aumentada por
estimulos inflamatdérios, por exemplo, conduzindo a uma resposta exarcebada e aumento
dos seus efeitos.

Ainda, o0 mesmo grupo de pesquisa observou que a gAd é capaz de aumentar a
diferenciacdo miogénica por mesoangioblastos, tanto in vitro como in vivo. Ainda
demonstram efeito positivo em musculos distréficos tratados ex vivo com
mesoangioblastos e gAd (FIASCHI et al.,, 2010). Tendo em vista a importancia da
adiponectina no processo miogénico in vitro, este presente trabalho investigou a
regeneracdo apos lesdo in vivo, buscando compreender melhor a atuacdo dessa

adipocina durante esse processo.
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2 JUSTIFICATIVA

O processo de regeneracdo muscular € importante para a manutencdo da
homeostasia deste tecido. Além disso, muitos processos fisiolégicos como o
envelhecimento, ou patolégico, como diversas miopatias apresentam diminuicdo na
eficiéncia deste processo.

Dessa forma, o conhecimento dos mecanismos de homeostase, manutencao e
regeneracao é crucial para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Por isso
compreender o real papel dessa adipocinas e seus mecanismos de acdo podem atuar
como uma nova ferramenta para o tratamento de doengas musculares.

Ainda h& muitas duavidas sobre a acédo da adiponectina na regeneracgdo in vivo e a
falta de dados na literatura indica que estudos sdo necessarios para o esclarecimento,
como, por exemplo, do significado funcional da adiponectina ou ainda compreender como

ocorre a modulacdo da regeneracgao, se essa existir.
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3 OBJETIVO

Avaliar a regeneragédo muscular em camundongos deficientes de adiponectina.

3.1 Objetivos especificos

Identificar se a delecdo de adiponectina é capaz de modificar o processo de

regeneracao muscular apos lesdo quimica, avaliando:

» A caracteristica da extensdo da lesdo e do processo regenerativo através da
coloragédo hematoxilina-eosina;

* A capacidade de maturacdo das fibras musculares através da expressao génica
de desmina e medicéo da area de seccao transversal, por meio de imunofluorescéncia
para laminina;

* A deposicdo de colageno ao longo do processo regenerativo pela coloracao de
Picrosirius Red;

* O potencial de proliferacdo e diferenciacdo das células satélites através da
analise da Pax7, MyoD, Miogenina, MRF4 e Myf5 por meio de expressdo génica (RT-
qPCR);

* A resposta inflamatéria da regeneragao através de ELISA para citocinas pré e

anti-inflamatérias e expressao génica de marcadores de macréfagos.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (WT), provenientes
do Biotério Central FMUSP (Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo), e
camundongos deficientes em adiponectina (AdKO), provenientes do Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento, com idade
entre 8 e 10 semanas. Os animais AdKO foram gerados e obtidos da Jackson Laboratory,
sendo considerados animais nocaute total. Todos os animais foram mantidos em gaiolas
(no maximo 4 animais por gaiola) no Biotério de Experimentacdo do Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento, em ambiente com temperatura controlada (23°C
* 2) e ciclo de luminosidade claro/escuro invertido (12/12h), onde receberam dieta normal
(racdo Nuvital da Nuvilab, Colombo, PR) e agua ad libitum. Este experimento foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Séo Paulo (protocolo n® 4257270218).

4.1 Protocolo experimental: inducéo de lesdo quimica com BaClz

Para realizacdo do experimento foram utilizados o0s seguintes grupos

experimentais para ambos genotipos:

. Controle (CT): musculo nao lesionado;

. 3 dias (3d): musculo lesionado e coletado trés dias apos;

o 7 dias (7d): musculo lesionado e coletado sete dias apés;

. 14 dias (14d): musculo lesionado e coletado quatorze dias apos.

Antes da inducao da lesdo, os camundongos foram anestesiados por inalagdo com
isofluorano embebido em algodéo e, a seguir, foi injetado no musculo tibial anterior (TA)
esquerdo, 50 yuL de BaClz a 1,2% dissolvido em solucéo salina de tampéao fosfato estéril
(PBS) (HARDY et al., 2016; SRIKUEA; HIRUNSAI, 2016), com o auxilio de seringa 0,5
mL (Figura 5). O musculo TA direito foi utilizado como controle, ndo sendo lesionado.
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Apos 3, 7 e 14 dias do protocolo de lesdo, os camundongos C57BL/6 e nocaute
para adiponectina foram eutanasiados. Os animais foram colocados em uma caixa

hermeticamente fechada e transparente, contendo algodao embebido com isofluorano, e

seguida, foram decapitados.

Figura 5. Procedimento de inducédo de lesdo quimica. Os animais foram previamente anestesiados com gaze
embebida com isofluorano em vidro hermeticamente fechado. Em seguida, com o animal deitado, os pelos da pata
esquerda eram retirados para facilitar a inje¢cdo na regido central do tibial anterior. A todo momento, a anestesia
foi controlada pela observacdo dos movimentos respiratérios, retirando ou colocando na cabeca do animal um
falcon com algoddo embebido com isofluorano.

4.2 Dados anatdmicos

Durante todo o periodo do experimento o peso dos animais foi monitorado. Ao final
de cada periodo experimental, os animais foram pesados, anestesiados com isofluorano
e eutanasiados por decapitacdo. Em seguida, os musculos tibial anterior esquerdo e
direito foram coletados, pesados e submetidos as analises morfolégica, molecular e
proteica. Além disso, foram utilizados dois parametros para avaliar o indice de atrofia e/ou
hipertrofia muscular: peso do musculo (mg) e area de seccao transversal (AST) das fibras

musculares (um?2).
4.3  Andlise histologica
Apbs a dissecacao, os musculos foram fixados, sob um disco de cortica, com

O.C.T. Compound (Tissue-Tek®, Sakura® Finetek, CA, USA) e Tragacanth (Sigma
Aldrich®, MO, USA) em posicéo vertical e envoltos por talco neutro, a fim de evitar
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artefatos de congelamento. Em seguida, foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer a —80°C.

Para preparo das laminas histologicas, os discos de cortica foram fixados,
verticalmente, com O.C.T na pec¢a metalica e redonda do criostato. Cortes histologicos (7
e 10um) foram obtidos a —27°C e colados em laminas quentes StarFrost (Knittel Glass®).
Essas laminas permaneceram em temperatura ambiente por 1 hora e, em seguida, foram
armazenadas a -80°C.

As laminas permaneceram em temperatura ambiente por aproximadamente 30
minutos, até que fosse observado o descongelamento completo dos cortes (10um).
Posteriormente, foram incubadas com hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius Red para
analise da morfologia geral e deposicéo de coldgeno no tecido, respectivamente.

As imagens das laminas coradas com picrosirius foram capturadas em
microscopio Nikon DS-Ri7, enquanto as imagens de laminas coradas com HE foram
obtidas através do microscopio Nikon Eclipse E800. Foi contabilizado o numero de

células inflamatérias e de nucleos centralizados utilizando o ImageJ.

4.4 Imunofluorescéncia

Para marcacédo de laminina, as laminas permaneceram em temperatura ambiente
de 30-60 minutos para descongelamento completo dos cortes (7um) e, em seguida, foram
lavadas em PBS pH 7.4 e fixadas em paraformoldeido 4% por 10 minutos em temperatura
ambiente. Apods a fixacao, foram incubadas em PBS pH 7.4 + glicina 0,1M por 10 minutos
para inibir autofluorescéncia endégena. As laminas foram entédo bloqueadas em solucéo
bloqueio (PBS pH 7.4, 5% BSA, 5% SFB e 0,1% Triton X-100) por 1 hora em temperatura
ambiente. Em seguida, foram incubadas overnight & 4°C com anticorpo anti-laminina
rabbit (nb300-144) diluido 1:100 em PBS pH 7.4 + 5% BSA + 0,1% Triton X-100, lavadas
e incubadas por 2 horas com anticorpo anti-rabbit diluido em PBS pH 7.4 + 5% BSA
(1:50). Apos isso, foram lavadas e montadas com vectashield conjugado com DAPI.

As imagens foram capturadas em microscopio Nikon Eclipse E800 e foi mensurada
a AST de aproximadamente 900 fibras de 6 a 8 campos aleatérios por musculo/animal,
através do software MyoVision (WEN et al., 2017).
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4.5 Elisa (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

As amostras musculares congeladas (20-50 mg) foram homogeneizadas em
homogeneizador de tecidos (LNNH Uniscience) com 0,5 mL de tamp&o de extragao (1%
Triton X-100, 50 mM de Tris-HCI, pH 7,4; 40 mM de NaCl, 2mM EDTA, 1,5 mM de
ortovanadato de sddio, 50mM fluoreto de sodio, 0,1% SDS, 10mM pirofosfato de sédio,
10mM de B-glicerofosfato, 1% desoxicolato de sddio) contendo 10 ug/ml de inibidor de
protease cocktail (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA). Em seguida, o0s
homogenatos foram centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos e 0s sobrenadantes
coletados para quantificacéo proteica pelo ensaio de Bradford (Bio-Rad®, Hercules, CA,
EUA).

Foi determinado os niveis proteicos de IL-6 (Affymetrix®, eBiosciense), IL-4, IL-10,
IL-17, VEGF, TGF-B, MCP-1, TNF-a, IFNy e IL-1B por ELISA (DuoSet ELISA®, R&D
Systems, Minneapolis, MN, EUA). Para analise do nivel sérico de adiponectina (DuoSet
ELISA®, R&D Systems), apds eutanasia, o sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 15
min & 4°C para coleta do soro e submetido ao ensaio.

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas overnight com anticorpo de captura
diluido em PBS pH 7.4. No dia seguinte, os pocos foram bloqueados com reagente
diluente (PBS pH 7.4 + 1% BSA) por 1 hora. Apés o bloqueio, as amostras/curva padréo
foram incubadas por 2 horas. Em seguida, o anticorpo de deteccao foi incubado também
por 2 horas e, logo depois, estreptovidina-HRP foi adicionada por 20 minutos no escuro,
ambos diluidos em reagente diluente. Apos esse tempo, foi adicionado o substrato TMB
(Novex® by Life Tecnologies™) por 20-30 minutos e, em seguida, apds adigdo de solugéo
stop (H2SO42N), a leitura foi realizada em espectofotometro Eon (BioTek) a 450 e 570
nm. A cada etapa antecedente as incubacdes, os poc¢os foram lavados com solucéo wash
buffer (PBS pH 7.4 + 0,05 % Tween® 20), exceto apds adicdo de TMB, e todas as
incubacdes foram realizadas em temperatura ambiente. Para IL-1 3 e IFN-y, o reagente

diluente utilizado era composto por Trisma 1M + NaCl 5M + 0,01% BSA.
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4.6  Avaliacdo quantitativa da expressao génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase

em tempo real (RT-gPCR)

A) Extracdo de RNA com trizol

Para a extracdo de RNA total, os musculos TA previamente congelados em
nitrogénio liquido foram homogeneizados com homogeneizador de tecidos (LNNH
Uniscience) em 0,5 mL de TRIzol (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), conforme
as especificagbes do fabricante. O RNA purificado foi ressuspendido em agua ultrapura
e armazenado a -80°C. Foi utilizado o espectrofotdmetro Eon (BioteK) para verificar a
qualidade da extracao e quantificar o RNA. A qualidade do RNA foi obtida pelo gel de
agarose, a partir da analise dos RNAs ribossomais.

B) Reacao de Transcricdo Reversa

A reacéo de transcricdo reversa foi realizada utilizando-se o High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied biosystems, Thermo Fischer Scientific), conforme
especificacdo do fabricante. Foram utilizados 2ug/uL de RNA total obtido do musculo

esquelético e o volume final da reacao foi ajustado para 20 pL de agua livre de Rnases.

C) Reacao em cadeia da polimerase em Tempo Real (RT-qPCR)

A PCR em Tempo Real foi realizada com o Fast SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se 1pL do produto da transcricao
reversa, 5,5 pL de Fast SYBR® Green PCR Master, primers “sense” e “anti-sense” (nas
concentracdes Gtimas previamente testadas) e agua-ultrapura suficiente para um volume
final de 10 pL de solucao. Os primers para os genes analisados estéo listados no quadro
1. As reacOes para cada gene foram realizadas em duplicatas, no Sistema
StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As
condicOes de termociclagem da reacdo de gPCR seréo padronizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante do equipamento. A quantificacdo relativa da expressao génica

foi realizada pelo método do Ct comparativo.
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Genes GenBank Primer SENSE (5- 3’) Primer ANTISENSE (3'- 5’)
TAF1 NM_013684.3 | TTAGGCCTGGAAAGGTGTTACG | CCTCCAAACAGATGGACATTCT
F4/80 NM _001355722.1 | GAATCCTGTGAAGATGTGGATG GGCATGAGCAGCTGTAGGA
NFkB NM_008689.2 CCAACTGGCAGGTATTTGAC GCTGCTTCATGTCCCCTG
CD206 NM_008625.2 GACAGAGCCTGTGAGCAACC ATGCCGTTTCCAGCCTTT
CDl1llc | NM_001363984.1 | AGCCAGAGTGGGAAGTGAGA AACTGGTCATGGCTGCTGA
Pax7 NM_011039.2 GACTCCGGATGTGGAGAAAA GAGCACTCGGCTAATCGAAC
MyoD NM_010866.2 AGTGAAAAGAAGCCCTGAAGC GCATCTGAGTCGCCACTGTA
Miogenina NM_031189.2 TCCCAACCCAGGAGATCATT AGTTGGGCATGGTTTCGTCT
MyF5 NM_008656.5 AGGAAAAGAAGCCCTGAAGC GCATCTGAGTCGCCACTGTA
MRF4 NM_008657.3 ATGGTACCCTATCCCCTTGC ATCTTGGGGGCAGATTTTCT
Desmina NM_010043.2 AGGCTCAAGGCCAAACTACA TCTGCGCTCCAGGTCAATAC
AdipoR1 | NM_001306069.1 CAGCCAAGGCTGAGGAAGA CTTGCAGAGGAAGCGTCAG
AdipoQ NM_009605.5 | GAGAAAGGAGATGCAGGTCTTC | ACGCTGAGCGATACATAAG

Quadro 1. Lista dos genes analisados com seu cédigo GenBank e as respectivas

sequéncias dos primers.

4.7

Analise estatistica

A distribuicdo dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para os dados com

distribuicdo normal foi utilizada a analise de variancia para o modelo de dois fatores

(ANOVA-two way), complementada com teste de compara¢cdes mdltiplas de Tukey.

sendo os valores apresentados em média e desvio padrdo (média £ DP). Para analisar

dados apenas entre os gendétipos, foi utilizado teste T. O nivel de significancia

considerado foi de 5% (p<0,05). As anadlises foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism 6.0
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise histoldgica

Para avaliar os aspectos histoldégicos dos musculos TA de animais WT e AdKO
cortes transversais foram corados com hematoxilina-eosina. A injecdo com cloreto de
bério foi capaz de lesionar os musculos esquerdos, enquanto que 0s contralaterais
controles ndo sofreram alteracdo morfolégica, demonstrando integridade tecidual (Figura
6).

Apos a leséo, a estrutura muscular é perdida e com 3 dias ja € possivel verificar
esse dano. Ambos gendtipos apresentaram extensas areas necréticas, com perda da
definic&o dos limites das fibras e aumento de células, devido a resposta inflamatéria, sem
diferenca significativa entre os grupos (Figura 6 e 7).

ApoOs 7 dias, € notavel a presenca de fibras musculares em regeneracdo, com
nucleos centralizados e tamanho reduzido. O grupo WT demonstra reducao no infiltrado
inflamatoério, porém o mesmo ndo € observado para o grupo AdKO, que se mantém
semelhante ao periodo de 3 dias (Figura 7). A quantificacdo de nucleos centralizados
indica aumento em ambos genoétipos, entretanto AdKO demonstra aumento maior
comparado com WT, exibindo mais que 2 nucleos em algumas fibras (Figura 8B).

Com o processo de regeneracdo mais avancado, apos 14 dias, o infiltrado
inflamatério reduz no grupo KO, enquanto que o WT reduz ainda mais (Figura 6 e 7). As
fibras musculares com nucleos centralizados sdo observadas em ambos genotipos,
porém o numero desses nucleos reduz nos AdKO enquanto WT demonstra numero

semelhante ao periodo de 7 dias (Figura 6 e 8B).
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7 dias 3 dias Controle

14 dias

Figura 6. Cortes transversais corados com hematoxilina-eosina de camundongos WT e AdKO controles e ap6s
3, 7 e 14 dias de lesdo. Seta preta, nucleo central no controle AdKO; seta pontilhada, nicleos centralizados
apos lesdo; asteriscos, fibras necroticas. Foi usado n=6 para WT e n=5 para KO. A barra corresponde a 100um.
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Curiosamente, o grupo controle de AdKO, que ndo recebeu injecdo de cloreto de
bario, apresentou nucleos centralizados em maior quantidade comparado com WT

(Figura 6 — seta preta — e 8A).
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Figura 7. Infiltrado de células inflamatérias apds lesdo muscular. Valores expressos em média £ DP. Anova
2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; & diferenca
significativa comparado com o grupo 3d; $ diferenca significativa comprado com o grupo 7d.
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Figura 8. Porcentagem de nucleos centralizados nos grupos CT (A) e 3, 7 e 14 dias ap6s lesdo (B) em
animais WT e AdKO. A) teste t; B) n=6 para WT e n=5 para AdKO. Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05.
* diferenca significativa comparado com o grupo CT; & diferenca significativa comparado com o grupo 3d;
$ diferenca significativa comprado com o grupo 7d. Valores expressos em média + DP.
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Apoés a fase de degeneracdo, o processo de reparacdo do tecido muscular é
iniciado com a ativacao das CS e deposicao de colageno na area a ser reparada, pelos
fibroblastos que migram até o dano. Ambos gendtipos apresentaram aumento na
porcentagem de colageno total apos 3 dias da lesdo, quantidade essa que reduz apos 7
e 14 dias, sem diferenca significativa entre si (Figura 9 e 10). A figura 10 indica que o
aumento dessa deposi¢cdo com 3 dias néo € decorrente da deposicao de colageno | e lll,
uma vez que a luz polarizada apresenta fraca intensidade.

Apesar de nao haver diferenca significativa entre os genotipos, € perceptivel que
o grupo AdKO apresenta uma extensao de area regenerada com pouca deposicao de
colageno enquanto que o grupo WT possui areas ainda em regeneracdo com maior
deposicao de colageno e outras areas regeneradas com menor quantidade de colageno
(Figura 10).
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Figura 9. Porcentagem de colageno total nos grupos CT, 3, 7 e 14 dias ap6s lesdo muscular em animais
WT e AdKO. Foi utilizado n= 6/periodo para WT e n=5/periodo para AdKO. Valores expressos em média
DP. Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; & diferenca
significativa comparado com o grupo 3d; $ diferenca significativa comprado com o grupo 7d.
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Figura 10. Cortes transversais de musculos tibiais anteriores do grupo controle e lesionados apés 3, 7 e 14 dias de animais WT e AdKO submetidos a
coloracdo de Picrosirius red. A) Aumento de 10x. B) Aumento de 20x na area destacada em A. C) Imagem de B sob luz polarizada. Foi utilizado n=6/periodo
para WT e n=5/periodo para AdKO. As barras correspondem a 100um.
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5.2 Resposta inflamatéria

Para avaliar os aspectos inflamatoérios da regeneracdo em animais WT e AdKO foi
analisado a expressao proteica de IL-1B3, TNF-a, IL-17, IFNy, MCP-1, IL-10, IL-4 e IL-6,
além da expressao génica de marcadores macrofagicos, como NFkB, F4/80, CD206 E
CDllc.

IL-18 apresentou aumento em ambos gendtipos com 3 dias apds lesdo
comparados com seus controles. Diferentemente do grupo KO que manteve a
concentracdo semelhante ao controle apds 7 dias, os animais KO mostraram aumento
nessa citocina comparado com o grupo 3 dias, concentracdo essa que reduziu apenas
apos 14 dias. Em nenhum periodo experimental indicou diferenca significativa entre os
genotipos (Figura 11A).

O grupo controle dos animais KO apontam concentracdo menor de TNF-a no
musculo comparado com os animais WT. Com a leséo, esses animais exibiram aumento
de TNF-a somente aos 7 dias, enquanto que os animais WT apresentam queda na
concentracdo ao terceiro dia seguido de aumento no dia 7. No periodo de 7 dias houve
diferenca significativa entre WT e KO, com menor concentragcdo nos animais nocautes.
Ao 14° dia da lesdo, os animais KO se mostraram capazes de restaurar a concentracao
inicial, com reducdo comparado ao 7° dia. Porém, os animais WT reduzem ainda mais ao
14° comparado com o seu controle inicial (Figura 11B).

Assim como para TNF-a, os animais KO também apontam concentracdo menor
de IL-17 no grupo nao lesionado comparado com WT. Com 3 dias, houve aumento nos
animais WT, com diferenca significativa entre WT e KO, que apontou niveis reduzidos
semelhante ao seu controle. Apés 7 dias, 0s niveis proteicos de IL-17 aumentaram nos
KO em comparagao com seu controle (Figura 11C).

A expressao encontrada para IFNy foi bastante semelhante a de IL-17. Com niveis
reduzidos no controle, KO apresentou aumento somente ao sétimo dia seguido de
reducdo no 14° dia. Enquanto que os animais WT apontaram alta concentracdo aos 3
dias comparados com o controle, seguido de normalizacdo da expressdo ao 7° dia

(Figura 11D).
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MCP-1 apresentou altos niveis apos 3 dias comparado com controle nao
lesionado, em ambos genotipos, porém o aumento foi maior no AdKO comparado com
WT. Ao 7° dia, a concentracdo de MCP-1 reduziu aos niveis basais para ambos genétipos

(Figura 12).
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Figura 11. Niveis proteicos de citocinas pré-inflamatérias dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias apés lesédo muscular
em animais WT e AdKO. A) WT: n=17/controle e n= 6/periodo; KO: n=21/controle e 7,7 e 8 para 0s
respectivos periodos. B) WT: n=9/controle e n= 6/periodo; KO: n=22/controle e 7,7 e 8 para o0s respectivos
periodos. C) WT: n=10/controle e n= 6/periodo; KO: n=21/controle e 7,8 e 6 para os respectivos periodos.
D) WT: n=18/controle e n= 6/periodo; KO: n=22/controle e 7,7 e 8 para os respectivos periodos Valores
expressos em média + DP. Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenga significativa comparado com
o grupo CT; & diferenca significativa comparado com o grupo 3d; $ diferenca significativa comprado com o

grupo 7d; # diferenca significativa comparado com WT.
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Figura 12. Nivel proteico de MCP-1 dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias apds lesdo muscular em animais WT
e AdKO. Foi utilizado n=17 e n=22 para os grupos controles de WT e AdKO, respectivamente e
n=6/periodo para ambos genoétipos. Valores expressos em média = DP. Anova 2-way, post-hoc Tukey,
p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; & diferenca significativa comparado com o
grupo 3d; # diferenca significativa comprado com WT.

Os animais KO apresentaram aumento de IL-4 ap6s 7 dias comparado com seu
controle, enquanto os animais WT ndo mostraram alteracdo nos niveis dessa citocina
com a leséo (Figura 13A)

Os animais WT controles evidenciaram niveis maiores de IL-10 comparados aos
controles de KO, o mesmo observado para outra citocinas deste trabalho. Enquanto os
KO apresentaram aumento de IL-10 ap6s a lesdo, tanto no grupo 3 como no de 7 dias,
acompanhado de reducdo aos 14 dias, os WT demonstraram uma expressao variada
apos a lesdo, mas com diferenca estatistica ao 14° dia, com uma redu¢do comparado ao
grupo de 7 dias (Figura 13B).

A figura 13 também traz a expressao proteica de IL-6. Assim como o observado
para IL-10, IL-17, TNF-a e IFNy, os animais KO controles também apresentaram niveis
reduzidos comparados com os controles de WT. Para essa citocina, houve reducéo apés
14 dias da lesdo no WT comparado com o grupo de 7 dias. Porém, podemos notar que o
a expresséao para KO tende a aumentar apos 3 e 7 dias com leve reducao no 14° dia
(Figura 13C).

A analise da expressdo génica de CD11c demonstrou aumento para WT e AdKO
apos 3 dias comparado com seus controles (muasculos ndo lesionados de ambos
genatipos), seguido de reducdo ao 7° dia comparado com o periodo de 3 dias. Ao 14°
dia, os animais AdKO apresentaram ainda reduc¢dao significativa comparado com o grupo
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de 7 dias. Nao houve diferenca significativa entre os genotipos em nenhum dos periodos
analisados (Figura 14A)

Comparado com 0s grupos controles, ambos genoétipos apresentaram aumento de
CD206 apos 3 dias. Entretanto, os animais AdKO indicaram expressao maior comparado

com os animais WT. Ao longo da regeneracéo, houve reducéo da expressao génica do

marcador de M2 (Figura 14B).
O namero de macrofagos no musculo aumentou com 3 dias de leséo, evidenciado

pelo aumento da expresséo de F4/80 tanto para WT como AdKO. Apés 7 e 14 dias, a
expressao reduziu em ambos gendtipos. Porém, os animais WT ainda mantiveram
expressao maior comparado com seu controle ao 7° dia. Nao houve diferenca significativa
entre os gendtipos nos periodos analisados (Figura 14C).

N&o foram observadas alteragcbes na expressdao de NFkB em nenhum dos

periodos e gendtipos (Figura 14D).
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Figura 13. Niveis proteicos de citocinas anti-inflamatorias dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias apés lesdo muscular
em animais WT e AdKO. A) WT: n=16/controle e n=5,6 e 5 para os respectivos periodos experimentais; KO:
n=20/controle e n=4/periodo. B) WT: n=17/controle e n=5, 6 e 6 para 0s respectivos periodos experimentais;
KO:18/controle e n=7, 7 e 8 para 0s respectivos periodos experimentais. Valores expressos em média + DP.
Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; $ diferenca

significativa comprado com o grupo 7d; # diferenca significativa comparado com WT.
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Figura 14. Expressao génica de marcadores inflamatérios dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias ap6s leséo
muscular em animais WT e AdKO. A) CD1llc; B) CD206; C) F4/80; D) NFkB. Foi utilizado
n=6/periodo/gendtipo. Valores expressos em média + DP. Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. *
diferenca significativa comparado com o grupo CT; & diferenca significativa comparado com o grupo
3d; $ diferencga significativa comparado com o grupo 7d; # diferenca significativa comprado com WT

5.3  Potencial miogénico

Para avaliar o potencial de proliferacdo e diferenciacdo das CS e comparar o
processo de regeneracao nos animais WT e AdKO foi analisado a expressao génica de
Pax7, MyoD, MyF5, Miogenina e MRF4.

Os animais WT apresentaram aumento na expressdo de Pax7 apos 3 dias da
leséo, seguido de reducéo nos periodos de 7 e 14 dias. Nos animais AdKO a expressao
de Pax7 manteve-se semelhante ao controle (musculo ndo lesionado), ndo indicando

alteracdo em nenhum dos periodos analisados (Figura 15).
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A expressdo do fator de regulacdo MyoD apresentou aumento apos a leséo,
entretanto os animais AAKO demonstraram menor expressao comparado com 0s animais
WT. Com o0 avanc¢o do processo regenerativo, houve reducdo de MyoD em ambos o0s
genotipos (Figura 16A).

MyF5 mostrou aumento progressivo ao longo dos periodos analisados,
apresentando diferenca significativa entre os respectivos grupos controles (masculo néo
lesionado de ambos os gendtipos) e 14 dias apos lesdo em ambos gendtipos (Figura
16B).

Miogenina e MRF4 apresentaram expressdo inversa. Enquanto miogenina
aumenta apos 3 dias, a expressao de MRF4 reduz bruscamente. Com 3 dias, houve
diferenca significativa entre 0os genétipos na expressdo de miogenina, que apresentou
niveis menores nos animais AdKO comparado com WT. Ao longo do tempo, a expressao
de miogenina reduziu (Figura 16C).

Apébs a queda aos 3 dias, os animais WT apresentaram aumento de MRF4 ao 72
dia e, apesar de ndo haver diferenca significativa, pode ser observado que 0s animais
AdKO também tiveram pequeno aumento em comparacao com o grupo 3 dias (Figura
16D).
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Figura 15. Expresséo génica de Pax7 dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias ap6s lesédo muscular em animais
WT e AdKO. Foi utilizado n=6/periodo/gendtipo. Valores expressos em média + DP. Anova 2-way,
post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; & diferenca significativa
comparado com o grupo 3d; # diferenca significativa comprado com WT.
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Figura 16. Expressdo génica dos MRFs dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias apds lesdo muscular em animais
WT e AdKO. A) MyoD; B) MyF5; C) Miogenina; D) MRF4. Foi utilizado n=6/periodo/gendétipo. Valores
expressos em média £ DP. Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com
o grupo CT; & diferenca significativa comparado com o grupo 3d; # diferenca significativa comparado com
WT.

5.4  Maturagao da fibra muscular

Para determinar a maturacdo das fibras musculares foi avaliado o peso do
musculo, a AST, os niveis proteicos de TGF-B1 e VEGF e a expressédo génica de
desmina. Apos 3 dias da lesdo, houve reducdo da massa muscular relativa para ambos
0S gendtipos comparados com o0s controles. Com 7 dias, o peso muscular no WT é
recuperado em relagdo ao CT, enquanto que o AdKO segue com massa reduzida. Ao
final dos 14 dias, ambos grupos apresentaram aumento no peso muscular em relagéo
aos seus controles. Com excec¢ao do CT, nao houve diferenga significativa entre WT e
AdKO nos periodos analisados (Figura 17).
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Figura 17. Massa muscular relativa dos grupos CT e 3, 7 e 15 dias ap6és lesdo muscular em animais WT
e AdKO. Todos os animais coletados foram representados no grafico. Valores expressos em média £ DP.
Anova 2-way, post-hoc Tukey. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; # diferenca
significativa comparado com o grupo WT (p<0,05).

A lesdo muscular acarretou na reducdo da AST tanto em WT como AdKO
comparado com seus controles, que é recuperada apds 14 dias. A distribuicdo de
frequéncia por tamanhos indica que a reducdo da AST apoés 7 dias € decorrente da maior
presenca de fibras menores. Apesar de ndo haver diferenca entre WT e AdKO quanto a
AST, pela frequéncia relativa € possivel observar maior quantidade de fibras menores no
WT apds 7 e 14 dias comparado com AdKO (Figura 18 e 19).

De modo curioso, os animais nao lesionados do grupo KO possuem mais fibras
peguenas enquanto os animais WT apresentam um pouco mais de fibras maiores que
9000um? (Figura 18).

N&o foi possivel mensurar a AST do grupo de 3 dias para ambos genotipos devido
a perda da definicdo do limite da fibra muscular decorrente da leséo no sarcoplasma.

Apoés 3 dias da lesdo, houve gueda na expressao génica da desmina em ambos
genotipos. Apesar de ndo haver diferenca comparado com o grupo 3 dias, 0s animais
AdKO apresentam pequeno aumento aos 7 dias, assim como o0s animais WT, que
também demonstraram aumento com diferenca significativa entre os grupos. Entretanto,
0s niveis de expressdo de desmina S840 menores nos nocautes em comparagcao com 0s
WT (Figura 20).
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Figura 18. Area de seccéo transversal das fibras musculares (A) e distribuicdo de frequéncia (B) dos grupos
CT, 7 e 14 dias ap0s lesdo muscular em animais WT e AdKO. Valores expressos em média + DP. A) Anova
2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; $ diferenca significativa
comparado com o grupo 7d B) Teste t entre cada classe determinada. * diferenca significativa comparado
com WT.
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Figura 19. Imunofluorescéncia para laminina em cortes transversais dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias apds a lesdo em animais WT e AdKO.
N&o foi possivel mensurar a AST do grupo de 3 dias devido a perda do limite da fibra muscular. Foi utilizado n=6 para WT e n=5 para
AdKO. A barra corresponde a 100um e se aplica a todas as fotos
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Figura 20. Expresséo génica de desmina nos grupos CT, 3, 7 e 14 dias apds lesdo muscular em animais
WT e AdKO. Foi usado n=6/periodo/gendtipo. Valores expressos em média + DP. Anova 2-way, post-
hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; & diferenca significativa
comparado com o grupo 3d; # diferenca significativa comprado com WT.

Além desses, a extensao de area regenerada, demonstrada pela coloracéo de
Picrosirius Red, colabora na andlise da capacidade de maturacgéo, ja que a deposicéo de
colageno deve ser temporaria, devendo ser degradado para que as fibras sejam
recuperadas. Nesse sentido, ndo houve alteracdo nos niveis basais de TGF-B1 apos
leséo nos animais AdKO, porém os animais WT apresentaram aumento na concentracao
desse fator de crescimento ao 3° dia com queda nos outros periodos (Figura 21A).

Em relacdo ao VEGF, os animais AAKO mantiveram as concentracfes basais ap0s
a lesdo, que foi sempre menor comparada com o WT, com excec¢ao do grupo de 3 dias.
Nesse periodo experimental em questéo, os animais WT apresentaram queda nos niveis

se equiparando com os niveis dos AdKO (Figura 21B).
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Figura 21. Niveis proteicos de TGF-B1 e VEGF dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias apds lesdo muscular em
animais WT e AdKO. A) WT: n=8/controle e n=6,6 e 5 para os respectivos periodos experimentais; KO:
n=22/controle e n=7,8 e 7 para os respectivos periodos experimentais. B) WT: n=18/controle e n=6/periodo;
KO: n=21/controle e n=7, 7 e 8 para o0s respectivos periodos experimentais. Valores expressos em média
+ DP. Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; &
diferenca significativa comparado com o grupo 3d; # diferenca significativa comparado com WT.

5.5 Expresséao de adiponectina

Para verificar a importancia da presenca da adiponectina na regeneracdo muscular
foram analisados sua expressdo génica e do receptor AdipoR1 em todos os periodos
experimentais, além da analise sérica de adiponectina.

Em todos os periodos analisados ndo houve diferenca significativa na expressao
do receptor AdipoR1 entre os gendtipos, entretanto a expressao nos AdKO apresentou
tendéncia de ser maior comparado com WT. Apdés 3 e 7 dias, ambos gendétipos
evidenciaram reducdo na expressédo, nao diferindo entre si (Figura 22A). No 7° dia a
expressao génica de adiponectina no musculo dos animais WT aumentou e se manteve
alta 14 dias ap6s a lesdo. Nos animais ADKO né&o houve alteracdo da expresséo, se
mantendo praticamente nula em todos os periodos analisados (Figura 22B). Enquanto os
animais WT apresentaram adiponectina no soro, os animais ADKO demonstraram niveis

nulos dessa adipocina (Figura 23).
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Figura 22. Expresséo génica de adiponectina (B) e seu receptor AdipoR1 (A) dos grupos CT, 3, 7 e 14 dias
apoés lesdo muscular em animais WT e AdKO. Foi utilizado n=6/periodo/gendtipo. Valores expressos em
média + DP. Anova 2-way, post-hoc Tukey, p<0,05. * diferenca significativa comparado com o grupo CT; &
diferenca significativa comparado com o grupo 3d; # diferenca significativa comprado com WT.
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Figura 23. Nivel sérico de adiponectina nos animais WT e AdKO. A andlise foi realizada para todos os
animais coletados ao longo do experimento. Teste t, p<0.05. * diferencga significativa comparado com WT.
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6 DISCUSSAO

Para compreender os efeitos in vivo da deficiéncia de adiponectina sobre o
processo de regeneragdo muscular, administramos cloreto de bario na musculatura
esquelética de camundongos deficientes em adiponectina. Nosso estudo mostrou que a
deficiéncia em adiponectina néo altera a maturacao das fibras musculares apos leséo,
apesar de modificar a expressado de genes miogénicos e a cinética da reacao inflamatoria,
além de demonstrar que em animais selvagens, essa adipocina é uma proteina
importante no processo de regeneracao principalmente na etapa de remodelamento do
tecido.

Os musculos controles (ndo lesionados) exibiram diferencas na quantidade de
nacleos centralizados e nas concentracbes de citocinas pr6 e anti-inflamatérias,
considerando os genotipos analisados. In vitro, a adiponectina demonstrou que apresenta
papel no estimulo da diferenciacéo e fusdo dos miotubos, principalmente na forma gAd
(FIASCHI et al., 2009). Possivelmente, parte importante esta relacionado a ativacdo da
autofagia, ja que in vitro, (GAMBERI et al., 2016) verificaram que animais deficientes em
adiponectina apresentavam nucleos centralizados e fibras de tamanhos heterogéneos.
Esses dados indicavam que a auséncia da adiponectina acarretava um processo de
diferenciacdo muscular prejudicada decorrente de um prejuizo na ativacao da autofagia,
processo importante na diferenciagdo dos mioblastos. Portanto, a adiponectina pode
exercer papel fundamental na manutencao e homeostasia muscular, sendo sua auséncia
prejudicial ao tecido, com comprometimento da reacéao inflamatoria.

Quanto aos dados morfométricos, os animais AdKO néo apresentaram alteracées
significativas no processo de regeneracdo, ja que tinham massa muscular, area de
seccdao transversa, numero de nucleos centralizados semelhantes aos animais WT. Isso
na verdade pode indicar que in vivo, a falta de adiponectina desencadeia alteracbes
celulares, como vimos na prépria producao de citocinas, mas ha uma adaptagcédo desses
animais para alcancar uma resposta semelhante apés um insulto agudo. Interessante
notar, que em uma linhagem especial de camundongos, que sofrem um processo de
envelhecimento precoce e apresentam como consequéncia uma diminuicdo do nimero

de células satélites, assim como na sua capacidade miogénica, os efeitos benéficos do
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treinamento aerdbio sobre esses parametros foram severamente reduzidos quando o
eixo adiponectina-adipoR1-AMPK foi inibido (INOUE et al., 2017). Isto pode indicar que
em condi¢des cronicas (como envelhecimento ou outras distrofias) a falta de adiponectina
pode resultar em piora da resposta miogénica.

Além de atuar nos estagios iniciais da miogénese in vitro, verificamos ainda que a
adiponectina pode ser essencial durante o processo regenerativo in vivo, demonstrado
pela modulacéo da expressédo génica apds lesdo, com aumento nos periodos de 7 e 14
dias, indicando uma possivel atuagdo nos estagios tardios da regeneracgéao.

O dano muscular acarreta na ativagdo de uma cascata complexa de reacdes pelo
sistema imunoldégico, culminando em um processo inflamatorio inicial, seguido da fase de
resolucdo da inflamacao (PERANDINI et al., 2018). Apds a lesdo, ambos gendtipos
indicaram presenca de infiltrado inflamatorio, conforme descrito na literatura (FORBES;
ROSENTHAL, 2014; SAINI et al., 2016). Apesar dos animais AdKO apresentarem niveis
maiores de proteina quimioatraente de mondécitos (MCP-1), ambos gendtipos exibiram
elevada expressao génica de F4/80, marcador de macréfagos em geral, além de aumento
observado no numero de células infiltradas pelo HE.

Nossos resultados mostram que 72 horas ap6s a lesdo os animais selvagens
apresentaram aumento de IL-18, IL-17 e IFNy. Esses resultados estdo de acordo com a
literatura que estabelecem entre 48 a 72 horas o fim da fase inflamatéria, comecando
entdo a fase de remodelamento, sendo responsavel pela fase de ativacao das células
satélites (LI, 2003). Até por este efeito do TNF-a sobre a proliferagdo, autores sugerem
gue esse aumento ocorra na fase inicial do processo de regeneracdo (WARREN et al.,
2002). O aumento do TNF-a nos animais selvagens aconteceu um pouco mais
tardiamente do que o observado por Liu et al. (2018), que observaram a maior
concentracdo de TNF-a no terceiro dia pés lesdo. Dois motivos podem ter causado essas
diferencas, a primeira € que ambos estudos medem a expressao génica de TNF-a e o
Nosso a expressao proteica, além disso, no nosso modelo a lesdo, como observado
histologicamente é muito intensa. Ja nos animais AdKO observamos diferencas
substancias na producdo de citocinas, jA que o pico da producdo de citocinas
inflamatorias se da no sétimo dia, e os niveis basais de IL-17, IFNy e TNF-a sdo menores

nesses animais.



60

Ainda sobre essa primeira fase inflamatoria, observamos um alto nimero de
células imunitarias infiltradas na musculatura estriada esquelética, como fica evidenciado
pelo corte histolégico, assim como pelos marcadores de macréfagos, CD11c, F4/80 e
CD206, além do aumento significativo na producdo de MCP-1, 3 dias apos a leséo, em
ambos o0s grupos. Cabe ressaltar que tanto MCP-1, assim como o marcador de
macrofago alternativo M2 foram maiores no grupo AdKO, 3 dias apods a lesdo. Esses
resultados vdo ao encontro da literatura que demonstram esse ponto temporal como
sendo o inicio da transicdo entre a resposta inflamatéria e a fase de resolugdo da
inflamacéo (CHAZAUD, 2016).

Mesmo com as possiveis interferéncias na capacidade pro-inflamatoria, os animais
deficientes em adiponectina mostraram elevada expresséo génica de CD206, marcador
especifico para macréfagos M2, no periodo de 3 dias, com pico de IL-4 com 7 dias,
secretada por essa populacdo de macrofago. A IL-4 é uma citocina extremamente
importante no processo de diferenciacdo das células satélites, este marcado aumento
nos animais AdKO pode sugerir um processo de diferenciacéo até mais eficiente, ja que
esta citocina pode aumentar a expressédo de miogenina (ARNOLD et al., 2007; DENG et
al., 2012). Além desse aumento da IL-4, a IL-10 que tem um papel sinérgico a IL-4 sobre
a diferenciacdo, também se encontra significativamente aumentada apenas no grupo
AdKO no dia 7. No entanto, a concentracdo de IL-10 inicial era menor em relacdo aos
animais selvagens, o que pode justificar o fato do grupo WT néo ter apresentado aumento
significante no dia 7.

As razdes destes achados podem estar na maior infiltracdo de macréfagos M2 que
tém papel central no processo de diferenciacdo das células satélites em miofibras, por
recrutar e participar da diferenciacdo de células T, como as Treg, responsaveis pela
secrecao de fatores de crescimento importantes para as CS (DOMINGUES-FARIA et al.,
2016). Nao podemos afirmar que, mesmo com uma resposta anti-inflamatéria
antecedente, a resposta pro-inflamatéria ocorra em periodo anterior sem danos na
capacidade fagocitica, entretanto podemaos inferir que, no minimo, esse mecanismo pro-
inflamatorio esteja descompensado pela auséncia da adiponectina.

Macréfagos M2 também s&o responsaveis por suprimir a inflamacéo, através da

liberacdo de IL-10 e TGF-B, e promover o remodelamento da MEC e a angiogénese
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(DOMINGUES-FARIA et al., 2016; DUMONT et al., 2015; TIDBALL, 2011). Observamos
gue nos animais selvagens estes apresentaram um aumento de TGF-$3, ja no terceiro dia,
além do aumento da expressao génica de adiponectina no sétimo dia. Vale ressaltar que
este aumento de TGF-3 é essencial para o processo de remodelamento e este aumento
pode explicar porque 0s animais selvagens tiveram seus niveis de citocinas pro-
inflamatorias mais elevados no terceiro dia enquanto nos AdKO isso foi observado
apenas no sétimo, ja que o TGF- exerce um papel inibitoério na secregao de citocinas
inflamatorias, acelera o processo fibrético e de remodelamento (PERANDINI et al., 2018).

Em conjunto, esses dados da resposta inflamatdria podem indicar que os animais
AdKO possuem alteracdo da resposta inflamatoria durante a regeneracdo muscular, com
possivel comprometimento da resposta inicial M1, porém essa nao é suficiente para
prejudicar o processo regenerativo final.

O aumento de adiponectina no grupo selvagem ocorre no sétimo dia, e como ja
demonstrado in vitro, esta adipocina apresenta papel importante na regulacdo da
autofagia, que por sua vez leva ao aumento da diferenciacédo e fusdo dos miotubos
(FIASCHI et al., 2009, 2014). E interessante notar que os efeitos da adiponectina
parecem ser sinérgicos a IL-4 e IL-10 e aconteceram na mesma etapa que 0s animais
AdKO apresentaram o aumento destas citocinas (IL-4 e IL-10). Com isso, podemos inferir
gue os animais com delecao de adiponectina encontraram uma possivel adaptacédo, com
aumento do recrutamento de macréfagos M2 e producédo de IL-4 e IL-10 para realizar
com eficiéncia o processo de regeneragao.

Curiosamente, a expressao génica de Pax, MyoD e Miogenina mostram baixo
potencial proliferativo e de diferenciacdo das CS nos camundongos AdKO. Entretanto, o
namero de ndcleos centralizados observado com 7 dias pode indicar que a expressao
génica desses marcadores ocorre antecipadamente a 3 dias, levantando a hipotese de
qgue células satélites sdo ativadas e se tornam exageradamente proliferativas num
momento anterior a dos animais WT. Essa hipotese é apoiada pela semelhanca na
expressdo de MRF4 e MyF5 em ambos genotipos.

Com base na recuperacdo de massa muscular apos lesdo, mesmo com as
alteracdes ao longo do processo regenerativo, este ocorre sem grande comprometimento

na deficiéncia de adiponectina. Apés 7 e 14 dias, os camundongos AdKO apresentaram
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menor frequéncia de fibras consideradas pequenas, ao contrario do observado para WT,
indicando que a maturacao nesses animais ocorre sem atrasos e sem aumento de fibrose
tecidual, demonstrado pela deposicdo de colageno reduzida. Porém, a expressao génica
reduzida de desmina nos AdKO comparado com WT pode indicar comprometimento na

organizacao estrutural do sarcomero.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados encontrados neste trabalho demostram que animais
deficientes em adiponectina ndo apresentam comprometimento na regeneracéo
muscular, apesar de demonstrarem possivel comprometimento da resposta pro-
inflamatdria. E interessante notar que a falta de adiponectina subverteu a producéo de
citocinas pelo musculo esquelético, no entanto, ao contrario da nossa hipotese inicial,
ndo houve uma exacerbacdo do processo inflamatério com atraso da regeneracéo,
mostrando que possivelmente o aumento de macréfagos do tipo M2, permitiu esta
adaptacdo, sem comprometer o processo final de regeneracédo, apesar da expressao
génica de marcadores de proliferacdo assim como de diferenciacdo, apresentarem uma

resposta diferente do grupo selvagem.
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ANEXOS

Para facilitar a visualizacdo dos dados, foram esquematizadas tabelas com todos
0s resultados obtidos neste trabalho. A informag¢des em azul representam os animais WT
e as vermelhas indicam os animais AdKO. O tamanho das setas € proporcional a

diferenca encontrada entre 0os genotipos.

Tabela 1. Representacéo dos resultados sobre maturagdo das fibras musculares

Grupos
Dados 3 dias 7 dias 14 dias

Massa muscular u 1t “
AST Hb e

Frequéncia + fibras menores | + fibras menores
relativa + fibras maiores + fibras maiores

L1

Desmina

)

TGF-8 % 4

e | AR 34 34
VEGF 4 1)

Tabela 2. Representacdo dos resultados sobre potencial miogénico

Grupos
Dados Controle 3 dias 7 dias 14 dias

cer’:![?;IIii;Zos f t' ‘

Pax-7 % 3 3
Proliferagéo MyoD h
das CS MyF5 “
Diferenciagéo Miogenina f' ‘ u

das CS MRF4 u




Tabela 3. Representacéo dos resultados sobre a inflamacéao

Grupos
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IL-1B
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TNF-
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