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RESUMO

Distrofia Muscular Congénita do tipo 1D é uma doenc¢a neuromuscular, caracterizada
pela glicosilacdo anormal da proteina alfa-distroglicana, e isto pode estar fortemente
implicada no desenvolvimento anormal do sistema nervoso central, levando ao
comprometimento cognitivo observado em pacientes e em modelo animal. A
fisiopatologia do envolvimento do cérebro ainda ndo estd clara, entretanto,
pesquisas recentes indicam uma possivel ligacdo entre alteracdes do sistema
nervoso central com quebra da integridade da barreia hematoencefélica. A barreira é
uma estrutura presente entre o tecido encefalico e circulatorio, constituido por
metaloproteinases de matriz, que possuem a funcdo de controlar e regular a
homeostase do sistema nervoso central. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
avaliar a integridade da barreira hematoencefalica e a atividade das
metaloproteinases de matriz 2 e 9 em tecido encefélico no animal Large. Para o
estudo, usaram-se camundongos machos adultos (60 dias de vida), homozigotos
(animais Large), heterozigotos e selvagens (C57BL/6) para a avaliacdo da
integridade da barreira hematoencefalica e a atividade das metaloproteinases 2 e 9
em hipocampo, estriado e coOrtex cererbral, a escolha das estruturas avaliadas foi
devido a estas apresentarem barreira hematoencefélica segundo estudos prévios.
Verificou-se um aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica
significativo nas estruturas de hipocampo e estriado em camundongos Large
homozigotos em comparacdo com o0 grupo selvagem. Em relacdo as
metalopreteinases, houve um aumento da atividade da metalopreoteinase 2 nas
estruturas de cortex e estriado, quanto a metaloproteinase 9 houve um aumento na
sua atividade na estrutura hipocampo quando comparados ao grupo selvagem. Este
estudo mostrou a evidéncia de que uma glicosilacdo anormal da proteina alfa-
distroglicana pode estar afetando a permeabilidade da barreira hematoencefalica e
da atividade das metaloproteinases 2 e 9 no tecido encefalico, contribuindo para o

envolvimento do sistema nervoso central na distrofia muscular congénita do tipo 1D.

Descritores: camundongo LARGE; barreira hematoencefalica; metaloproteinases de

matriz; Sistema Nervoso Central.



ABSTRACT

Congenital muscular dystrophy type 1D is a neuromuscular disease characterized by
abnormal glycosylation of alpha-dystroglycan protein, and that may be closely
involved in the abnormal development of the central nervous system, leading to
cognitive impairment observed in patients and in animal model. The pathophysiology
of brain involvement is still unclear, however, recent research indicates a possible
link between changes in the central nervous system with breaking the integrity of the
blood brain barrier. The barrier structure is present between the circulatory and brain
tissue, consisting of matrix metalloproteinases, which have the function of controlling
and regulating the homeostasis of the central nervous system. In this context, the aim
of this study was to evaluate the integrity of the blood brain barrier and the activity of
matrix metalloproteinases 2 and 9 in brain tissue in Large animal. For the study, it
was used adult male mice (60 days old), homozygous (Large animals), heterozygous
and wild (C57BL / 6) for evaluating the integrity of the blood brain barrier and the
activity of metalloproteinases 2 and 9 in the hippocampus, striatum and cortex. There
was a significant increase in permeability of the blood brain barrier in hippocampal
structures in Large homozygous mice compared with wild group. Regarding the
metalloproteinases, there was an increase in metalloproteinase 2 activity in cortex
structures and striatum, as the metalloproteinase 9 there was an increase in activity
in the hippocampus structure when compared to the wild group. This study showed
evidence that an abnormal glycosylation of alpha-dystroglycan protein may be
affecting the permeability of the blood-brain barrier and the activity of
metalloproteinases 2 and 9 in brain tissue, thus contributing to the involvement of the

central nervous system in congenital muscular dystrophy type 1D .

Keywords: mouse LARGE; blood-brain barrier; matrix metalloproteinases; Central

nervous system.



LISTA DE ABREVIATURAS

BDNF — Fator neurotréfico derivado do encéfalo
BHE — Barreira hematoencefélica

CEUA — Comisséo de ética no uso de animais

CK — Creatina quinase (do inglés creatina kinase)
DMC — Distrofia muscular congénita

DMC1D - Distrofia muscular congénita do tipo 1 D
DMP’s — Distrofias musculares progressivas
FKRP - Fukutina relacionada (do inglés fukutin related protein)
HT — Camundongos Heterozigotos

KO — nocaute (do inglés knockout)

MMP — Metaloproteinases

PGFA — Proteina acida fibrilar glial

SMN - Sobrevivéncia neuromotora

SNC - Sistema nervoso central

TRIM32 - Proteina tripartite 32

WT — Selvagens (do inglés wild type)

a-DG - a-Distroglicana



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Desenho experimental ......... ..o 22

Figura 2 - Integridade da BHE. Dados sdo apresentados com meédia + S.E.M, n=8
animais por grupo. *P<0,05 VEISUS WT. ....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee ettt 24

Figura 3 - Atividade das MMP 2 e 9 em hipocampo (2A e 2B), cortex cerebral (2C e
2D) e em estriado (2E e 2F). Os dados séo apresentados com média + S.E.M, n=8
animais por grupo. *P<0,05 VEISUS WT. ....coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt 25


file:///C:/Users/SONY/Desktop/Dissertação%20versão%20prof.doc%23_Toc430259821

SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 10
l.lFUNDAMENTAQAO TEORICA. ... 11
1.1.1DISTROFIAS MUSCULARES PROGRESSIVAS ..., 11
1.1.2 DISTROFIA MUSCULAR CONGENITA 1D ....ooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeans 11
1.1.3 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL NA DISTROFIA

MUSCULAR CONGENITA LD ...ttt 13
1.1.4 BARREIRA HEMATOENCEFALICA (BHE) .....viovieieieeceeeeeeee e 14
1.1.5 METALOPROTEINASES 2 E 9 ..conii e 16
1.1.6 MODELO ANIMAL DE DMCIAD ....uuciiiiee et 18
2 OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e aaaaas 20
2.L1OBIETIVO GERAL ..ot e e e e 20
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooiviiieceece ettt 20
S METODOLOGIA ..ottt e et e e e e e e e e e e s b r e e e aaeeesaannnnees 21
3.1 TIPO DE ESTUDO ... oottt a e e e e e s st ee e e e e e e e e nnnnneees 21
3.2 ASPECTOS ETICOS.....cuoiieeeeeeeeeeeeeee ettt eteete e eaestesteste e stesre e 21
3.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS ....coii ittt ee e e e e e e 21
3.4 DESENHO EXPERIMENTAL ..coiiiiiiiiiitieieee ettt saeee e e e e e e e 21
3.4.1 Permeabilidade da Barreira Hematoencefalica por azul de Evans ............ 22
3.4.2 Isolamento de tecido cerebral para dosagem de Metaloproteinases ........ 23
3.4.2.1 ZIMOGRAFIA PARA MEDICAO DA MMP-2 EMMP-9 ......ccoovereeeecieeneans 23
3.5 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 23
4 RESULTADOS . .. .ottt ettt et e e e e e e s et et e e e e e e e s e s nntabreaaeaaeeeeaans 24
4.1 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA......... 24
4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADES DA METALOPREOTEINASES 2E9.................. 24
B DISCUSSAQ ...ttt ettt ettt e bt es et ee s 26
B CONCLUSAD ..ottt ettt 30
REFERENCIAS ..ottt ettt s et ne e e 31



10

1 INTRODUCAO

As Distrofias Musculares Progressivas (DMPs) estdo entre as doencas
neuromusculares incapacitantes mais graves!, sendo consideradas doencas
causada por alteragBes genéticas que tem como caracteristicas a fraqueza muscular
generalizada, progressiva e irreversivel. As distrofinopatias diferem entre si pela
idade de inicio dos sintomas e pela gravidade se sua evolucéo clinica®.

As Distrofias Musculares Congénitas (DMC) se referem a um grupo
hereditario heterogéneo de doencas nas quais 0s sintomas se manifestam ao
nascimento ou ainda na primeira infancia®. A Distrofia Muscular Congénita do tipo 1D
(DMC1D), é a doenca genética que ocorre pela mutacdo no gene LARGE que
possui como caracteristica 0 comprometimento do sistema muscular esquelético,
masculo cardiaco e sistema nervoso central (SNC)*. Sua origem genética é
associada a uma hipoglicosilacdo da proteina a-distroglicana (a-DG), componente
essencial na génese e desempenho do complexo de glicoproteinas que mantém a
estabilidade da membrana plasmatica’.

Estudos demonstram que as alteracdes no SNC podem estar ligadas a
alteracoes na Barreira Hematoencefalica (BHE) em modelos animais de doencas
neuromusculares como a Distrofia Muscular de Duchenne®. A BHE é uma estrutura
encontrada entre o tecido encefdlico e a corrente sanguinea’, que tem o papel de
controlar e regular a homeostase do SNC?, através das metaloproteinases de matriz
(MMP), constituintes da barreira, que quando deficitarias, contribuem para o
aumento da permeabilidade®.

Outra caracteristica importante e associada a DMC1D é o grave
comprometimento cognitivo presente tanto em pacientes'® como em modelos
animais'**2,

Em um estudo que avaliou a fisiopatologia das alteragbes no SNC em um
modelo animal de DMC1D, observou-se que ocorre disfuncdo da memdria de
habituacdo e aversiva, dano oxidativo, disfuncdo mitocondrial e a diminuicdo dos
niveis do fator neurotrifico derivado do encéfalo (BDNF), sendo o ultimo responsavel
pela existéncia neuronal, sinapses e pela plasticidade sinaptica™*?.

Entretanto, os processos fisiopatoldgicos envolvidos no comprometimento
cognitivo ainda ndo estao esclarecidos na literatura. Neste contexto, esta pesquisa

busca compreender os mecanismos envolvidos na relagao das alteracdes do SNC e
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a DMCI1D, através da avaliacdo da integridade da BHE e as atividades das
metaloproteinases de matriz 2 e 9, que sdo possiveis vias comprometidas na
doenca. Com o aprofundamento do conhecimento sobre as vias participantes do
processo fisiopatoldégico € possivel compreender melhor a DMC1D e desenvolver
novas possibilidades terapéuticas com o intuito de prevenir e tratar 0
comprometimento do SNC.

1.1 Fundamentacao tedrica
1.1.1 Distrofias Musculares Progressivas

As DMPs compbdem uma procedéncia de patologias desiguais, porém
todas relacionadas a disturbios genéticos, caracterizadas pela degeneracéo
progressiva e irreversivel do sistema muscular®®. As DMP se diferem pela heranca
genética alterada podendo ser recessivas ligadas ao cromossomo X, autossémicas
recessivas ou autossémicas dominantes, assim como pelo comprometimento de
musculaturas especificas, inicio dos sintomas e o quadro de evolug&o da doenca™.

Estudos mostram que as mutacdes genéticas ocorridas nas DMPs, causam
deficiéncia ou auséncia funcional de varias proteinas constituintes do sistema de
glicoproteinas associadas a membrana celular®®. Como constituinte dos
compartimentos das fibras encontramos as proteinas determinantes, associada a
membrana sarcolemal, encontram-se a distrofina, as 4 sarcoglicanas (a-, B-, y- e 6-
SG), disferlina e caveolina 3: na matriz extracelular, a a2-laminina e o colageno VI:
nos sarcébmeros, a teletonina, miotilina, titina, actina e tropomiosina; no citosol, a
calpaina 3, fukutina (FKRP), proteina tripartite 32 (TRIM32), miotubularina; e nos
nacleos, a emerina, laminina A e C e proteina de sobrevivéncia neuromotora
(SMN)*. A alteracéo associada a cada uma dessas proteinas e seus complexos sdo

responsaveis pelo desenvolvimento dos tipos de DMP"s™>.
1.1.2 Distrofia Muscular Congénita 1D

As Distrofias Musculares Congénitas (DMC) sdo patologias

predominantemente de heranca autossdmica recessiva, com suas manifestacfes
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clinicas advindas na infancia e se apresenta como a distrofia mais prevalente,
acometendo 1 a cada 3.500 nascidos vivos no mundo™®.

A classificacdo das DMC se apresenta da seguinte forma: DMC com
deficiéncia de merosina; DMC com anormalidades na glicosilagdo da a-distroglicana
e DMC associada a deficiéncia & integrina'’. Em pesquisas referentes & DMC, 0s
achados facilitam determinar as mdltiplas formas da doenca que sao ligadas a
mutacdes de codificacao das glicosiltransferases, enzima contribuinte na glicosilacao
da proteina o-DG'® e atuante na comunicacdo entre as células e a matriz
extracelular assim como no recrutamento de neurdnios ao SNC™.

A partir disto, para 0 grupo que apresenta essas caracteristicas
morfologicas, podem ocorrer mutacdes no gene LAMA 2, sendo 0 mais comum e
responsavel por 40% dos casos de DMC®, e de forma mais rara nos genes FKRP,
POMT1, POMGNT1, FKTN e LARGE, denominados coletivamente como
distroglicanopatias™.

Alteracdes no gene LARGE séo classificados como DMC1D. A mutagéo
do gene LARGE € do tipo autossGmica recessiva e ocorre ho cromossomo 22 no
l6cus 12, responsavel por alteracdes cardiacas, musculares e esqueléticas®. Este
gene esta altamente envolvido na glicosilacdo da proteina a-DG, necessaria no
desenvolvimento e funcionamento do complexo distrofina-glicoproteinas®.

A proteina alfa distroglicana é uma proteina altamente glicosilada sendo
importante para as interacdes célula e matriz extracelular e na migracéo de células
neuronais®®.

A alteracado da glicosilagdo da proteina a-DG é associada a um influxo
excessivo de célcio para o citoplasma celular o que causa uma contracdo excessiva
e dano da fibra muscular e da membrana celular, como resposta ocorre um processo
inflamatorio crénico, o aumento do estresse oxidativo, alteracbes no metabolismo
energético com diminui¢do na producdo de ATP (trifosfato de adenosina), levando a
a morte da célula®’.

O quadro clinico de pacientes envolve fraqueza muscular, hipotonia,
atraso no desenvolvimento motor e deformidade musculo esquelética*?®. Ao exame
de biopsia muscular € observada a presenca de miopatia distréfica, com alteracéo
das fibras musculares, desenvolvimento anormal do tecido conjuntivo e a
substituicdo do tecido muscular por tecido adiposo®. Os déficits podem se restringir

a musculatura esquelética ou ainda afetar o SNC?.
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Para o preciso diagnostico € necessario além da bidpsia, exames
complementares de ressonancia magnética e niveis de creatina quinase (que se
apresentam elevadas nesses individuos) assim como a avaliacdo de especialistas
nas areas da genética, morfologia e neuroradiologia®®.

Até 2010 foram descritos na literatura somente 11 casos onde foram
comprovadas alteracbes na glicosilacdo da proteina a-DG onde apresentavam
caracteristicas clinicas musculo esqueléticas e cerebrais®’.

Em pesquisa recente com pacientes de mutacdes no gene LARGE, foi
descrito caracteristicas da DMC1D, onde todos os pacientes apresentaram atraso
cognitivo, aumento nos niveis de creatina quinase e alteracbes encefélicas. Em
relacdo as alteragbes musculares foi observado atraso nos marcos motores,
hipotonia e disartria®®.

Em seu estudo Mendell e colaboradores?® verificaram como caracteristicas
clinicas em paciente com DMC1D, um atraso no desenvolvimento neuropsicomotor,
fragueza muscular facial, hipertrofia muscular, alteracdo de marcha e deficiéncia

cognitiva.

1.1.3 Envolvimento do Sistema Nervoso Central na Distrofia Muscular

Congénita 1D

Na DMC disturbios que afetam o SNC podem ocasionar um acometimento
da substancia branca do encéfalo associado a alteracBes estruturais, atraso
cognitivo, anormalidade oculares®, e diminuicdo da massa cerebral com associacéo
de deficiéncia intelectual em 70% dos casos™.

A anormalidade no processo de glicosilagdo de a-DG, ocorre com maior
intensidade na DMC do tipo 1D. Este procedimento é fundamental na integridade de
formacdo do SNC*. Sabe-se que o comprometimento do SNC é descrito pelo evento
de desorganizacdo da disposicdo da laminacéo cortical e falhas na transferéncia e
formacdo de neurdnios, essenciais ao desenvolvimento do encéfalo®. Satz e
colaboradores®, afirmam que essas alteracbes advém do desencontro entre a
glicosilacéao da proteina a-DG e o seu ligante, o que causa a ruptura da lamina basal
e assim a origem do acometimento do SNC na DMC1D.

Além disso, o complexo de proteinas a-DG, desempenha um papel

importante na funcéo sinaptica, portanto indicam fungfes deficitarias em hipocampo,
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gerando altera¢cBes de aprendizagem e memaria em portadores de distrofinopatias,
sendo assim, uma possivel ocorréncia € a alteragdo na funcdo encefalica desses
individuos®".

Pela diferenciacdo no processo de desenvolvimento cerebral ocasionado
na DMC1D, ao observar o quadro clinico desses individuos, estudos evidenciaram:
(1) alteragdes no desempenho cognitivo, associado a uma dificuldade na realizagéo
de atividades fundamentais de sobrevivéncia; (2) dano significativo das funcoes
linguisticas*?; (3) epilepsia e (4) dificuldade de aprendizagem®.

Neste contexto, individuos com DMC1D podem apresentar deficiéncia
intelectual grave e alteracdo na migracédo neuronal’®3. Tem-se visto que a migracao
neuronal atua na formacdo do encéfalo em mamiferos, por isso defeitos nessa
migracéo e na desorganizacédo da laminacéo cortical e da sua estrutura podem estar
envolvidos em algumas das alteracbes descritas em DMC1D3!. As estruturais
encefalicas que apresentam agravo sdo frequentemente o cerebelo, o cortex

I**, a substancia branca encefdlica®® e o hipocampo, onde verifica-se

cerebral
emaranhados de neurofibrilas atipicos podendo levar & dano cognitivo*®.

Meilleur e colaboradores?®, descreveram em seu estudo achados através
da ressonancia magnética de pacientes de DMC1D, onde foram encontrados
resultados como hipoplasia cerebelar, dilatacdo dos ventriculos cerebrais,
lisencefalia, ma formacdes encefalicas e feixes de fibras mielinicas deslocados no
cérebro o que pode sugerir uma disturbio na integridade axonal destes pacientes.

Em outras distrofias musculares como a DMD, séo observadas deficiéncia
cognitiva em pacientes e em modelos animais®’. Estudos demonstram que nestes
animais com deficiéncia cognitiva ha relacéo entre a disfuncdo da BHE e a atividade
das MMP®, contudo o conhecimento das modificacdes em DMC1D e a deficiéncia

cognitiva ainda encontram-se em processo de evolucao.

1.1.4 Barreira Hematoencefalica (BHE)

A BHE (Figura 02) é uma estrutura especializada do SNC, localizada
entre o tecido encefédlico e a corrente sanguinea’, responsavel por controlar e
regular a homeostase’ e por ser fundamental para protecdo do encéfalo®®. E uma
passagem permeavel, mas possui uma fungéo seletiva. Algumas substancias como

oxigénio, agua, dioxido de carbono e certos farmacos podem ultrapassar com
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facilidade pela barreira. Porém a glicose, algumas vitaminas, aminoacidos entre
outros, sO tem acesso por meio de transportes ativos de receptores ou pela difuséo
facilitada®®. Morfologicamente, a BHE apresenta diversas estruturas responsaveis
por sua manutencdo e funcionamento como as células endoteliais, as juncdes
apertadas e as juncbes aderentes, reguladoras da permeabilidade celular®. As
juncdes apertadas, sao formadas pelas proteinas claudinas, ocludinas e moléculas
de adesdo, que auxiliam na integridade da estrutura e funcdo do endotélio**. Os
astrocitos sao células da glia, que possuem um desempenho ativo na manutencéo e
sinalizacdo das células endoteliais e vasculares®® e no processamento de
informagdes e modulagéo da atividade neuronal, envolvidos na permeabilidade da
BHE*.

O espaco situado entre 0s vasos sanguineos e as células da glia é chamado de
matriz extracelular. Esta matriz realiza a comunicacdo de suas proteinas com 0s
receptores localizados no endotélio*® que, por sua vez, atuam na sinalizacdo celular,
na migracao e constituicdo capilar durante a formacéo de novos vasos sanguineos
dentro da BHE®. Por fim, os pericitos realizam a auto-regulacdo e a homeostase do
encéfalo, logo, sdo essenciais na manutencdo da BHE, pois sdo células contrateis
que regulam o fluxo sanguineo capilar®. Os pericitos propagam moléculas como o
fator de crescimento endotelial vascular e as MMP, reguladoras da barreia
hematoencefalica®®. Todas as células constituintes desta barreia séo consideradas
unidades neurovasculares, uma disfuncdo na unidade neurovascular pode estar

relacionada ao aumento da permeabilidade celular causando distdrbios em SNC
47,48
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Figura 1 - Barreira Hematoencefélica, adaptado de Kim, 2008.

Quando falamos em disfuncdes da BHE e doencas podemos observar que
estudos comprovam o envolvimento da unidade neurovascular no edema cerebral*
durante episodios isquémicos que levam a doencas neurodegenerativas
irreversiveis®, disfuncdes da barreira também sdo observadas em doencas como
acidente vascular encefélico, traumatismo cranio encefélico, lesdo cerebral
traumatica, esclerose mdltipla, neoplasias, epilepsias, Alzheimer e deficiéncia
cognitiva®?2,

Quanto as distrofias, sabe se que as proteinas da familia da distrofina foram
observada em micro vasos do cérebro e em astrocitos e estes resultados sugerem
que a proteina distrofina desempenham um papel nas funcées de BHE®. Nico e
colaboradores®, demonstraram em seu estudo com modelo animal de distrofia
muscular de Duchenne uma alteracdo estrutural na parede dos vasos cerebrais,
assim como modificacbes em ceélulas endoteliais da BHE como as juncdes
apertadas, zonas occludens, claudinas, astrocitos e pericitos, descrevendo que
estas alteracdes endoteliais e moleculares levam a um aumento da permeabilidade
da BHE.

Apesar dos estudos que descrevem o envolvimento da disfuncdo da BHE
em varias doencas, ainda ndo existem estudos que mostram alteracbes na

permeabilidade da BHE na DMC1D.
1.1.5 Metaloproteinases 2e 9

Mediadoras nas doencas do SNC**, as MMP sdo enzimas responsaveis
pela degradacdo ou modificacdo dos componentes da matriz extracelular®™ da
membrana basal perivascular, assim como, do colageno, laminina e
proteoglicanos®*°’. Geralmente encontradas inativas, as MMP pertencem a uma
familia multigénica de proteases neutras zinco-dependentes, codificada em 23
genes distintos em humanos®®. As enzimas MMP sdo sintetizadas quando
necessario e transcritas por sinais relacionados as citocinas, estresse mecéanico ou
fator de crescimento. J4 sua ativacdo pode ocorrer pelo trabalho das proteases

plasmina e funina, ou ainda pela ac&o de outras MMP>%°,
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Suas classificagbes sdo determinadas de acordo com 0s nomes
especificos, numeracdes e estruturas®: a) colagenases verdadeiras, que comandam
a tripla hélice do colageno (MMP: 1, 8, 13); b) gelatinases, que atingem o colageno e
a gelatina desnaturada (MMP: 2, 9); c) estromelisinas que degradam os
proteoglicanos (MMP: 3, 10, 11); d) matrilisinas que degradam a fibronectina e
laminina (MMP: 7, 26); e) metaloproteinase ligada a membrana que degradam
gelatina, fibronectina, agrecan e outros componentes da membrana extracelular
(MMP: 14, 15, 16, 17, 23, 24, 25); f) outras MMP (MMP: 12, 19, 20, 21, 27 e 28) %%,
que degradam proteinas do tecido conjuntivo e todos os substratos da matriz®*.

As MMP 2 e 9 sdo enzimas da classe das gelatinases que sédo 0s
principais elementos da BHE, tem a funcdo de decompor componentes como
colageno tipos I, I, lll e IV, elastina e proteoglicanos®®. A MMP-2 de 72kDa, tem
habilidade de degradar colagenos V, VII, Xl e a fibronectina inativa, ja a MMP-9 é
uma enzima de 92 kDa, armazenada na forma ativa ou latente no citosol, sendo que
seu desenvolvimento pode ser influenciado por citocinas, espécies reativas de
oxigénio e fatores de crescimento®®. Para que ocorra um controle adequado dos
efeitos das MMP, trés mecanismos sdo necessarios: regulacdo da transcricdo de
genes; regulacao da ativacdo de pré-enzimas; e existéncia de inibidores especificos.
Estes mecanismos proporcionam um equilibrio entre producéo, ativacdo e inibicdo
dos componentes com direta relacéo na degradacéo da matriz extracelular®.

A complexidade na regulacéo e a ativacdo das MMP faz com que ocorra
um controle de suas expressées no SNC, quando ocorre a perda deste controle iSso
se torna uma relagédo com a alteracdo da BHE, a quebra da barreira permite o influxo
de substancias, como por exemplo leucdcitos e ativacdo da microglia, o que leva a
uma resposta inflamatéria encontrada em diversas doencas com alteracdes da
BHE®.

O papel na participacdo do desenvolvimento neuronal, em respostas a
lesbes e doencas neurologicas das MMPs vem sendo discutidos em varios
estudos®”® A hipétese de participacdo na memoéria e aprendizagem’®’?, e em
provaveis modificacdes estruturais de axonios e dendritos’’. A énfase maior esta
associada as MMP 2 e 9, que sao formas basicas encontradas em estruturas

encefalicas como cértex, cerebelo e hipocampo®.



18

O envolvimento das MMPs ja foi evidenciado em varias doencas, como na
doenca de Parkinson onde as MMPs contribuem para a fisiopatologia da doenga por
suas alteracbes na substancia negra causando disturbios por ativagcdo microglial,
processo inflamatério, apoptose dopaminérgica e alteracdo da BHE"®’, tendo em
vista que o bloqueio das MMPs pode diminuir a inflamacdo em SNC, morte das
células e incapacidade funcional em alguns modelos animais da doenca de

Parkinson’®.

Na doenca de Alzheimer a ativagdo anormal das MMPs podem contribuir
para sua fisiopatologia, pois estas sdo primordiais na regulacdo de formacgéo e
eliminacédo de peptideos beta-amiléide, o que tem um duplo papel na patogénese,
podendo diminuir os depositos de beta-amidaléides, auxiliando na melhora ou

estabilizacdo da doenca, ou contribuir para a destruigéio encefalica’®.

Foi observado um envolvimento das MMPs de matriz, principais
constituintes da BHE, na distrofia muscular através de estudos em modelos animais,
onde os resultados comprovaram um aumento da atividade das MMP 2 e 9, o que
pode levar a uma degradacdo de outras células constituintes da BHE como as
juncdes apertadas®. Com recente pesquisa também observou-se que modelos
animais de distrofia, como o Large apresentam dano oxidativo'®> sendo que esta

alteracao pode estar envolvida na ativacdo das MMP de matriz.

1.1.6 Modelo animal de DMC1D

Dentro das DMP, os modelos animais utilizados apresentam alteracfes
observadas em humanos portadores da doenca neuromuscular, os fendtipos
analisados nos animais sdo advindos de uma forma hereditaria ou ainda séo
geneticamente modificados em laboratério, assim sendo, os modelos animais sao
recursos de estudos histopatolégicos, genéticos, clinicos e terapéuticos que
fornecem conhecimento para a compreensdo das doencas manifestadas em
humanos®®.

d

O camundongo denominado Large™*, é um modelo murino que possui

by

caracteristicas semelhantes a de humanos afetados pela distrofia muscular

congénita do tipo 1D. ldentificado nos Estados Unidos em 1963, surgiu de uma
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mutagao no gene da LARGE, localizado no cromossomo 22q12 nos camundongos
assim como nos humanos*®. MutacBes no gene desta proteina geram deficiéncia
na glicosilagdo de a-distroglicana que passa a ser incapaz de realizar uma correta
ligacdo com os componentes da matriz extracelular e as proteinas internas da fibra
muscular, em consequéncia ocorre a caracteristica distrofica®:.

Alguns aspectos fenotipicos sdo vistos em animais Large, como diminuicdo da
aptiddo reprodutiva, altos niveis de creatina quiase e depdsito de célcio no
diafragma. Em relacdo a parte histol6gica muscular, apresentam uma miopatia focal,
com areas de necrose aguda, calibres diferenciados de fibras sendo que estas se
apresentam em regeneracdo ou degeneracdo, diminuicdo das estrias e nudcleos
centralizados®®, como sintomas apresentam fraqueza muscular progressiva com
comprometimento esquelético e cardiaco®.

Os animais Large podem ser reconhecidos com 12-15 dias pela restricao de
tamanho e peso corporal, estrutura Ossea anormal, alteracdes de marcha,
deficiéncia cardiaca e celular, do mesmo modo, eles se deparam com alteracdes no
SNC como defeitos na migracdo neuronal em cerebelo e cortex,>®* degeneracao
celular que leva a uma falha na comunicacéo distroglicana-laminina danificando a
glicosilacao®®, diferenciacdo da morfologia na regido de hipocampo®’, assim como
enfraguecimento e defeitos na potencializacdo de longo prazo em neurdnios do
hipocampo, que é uma funcdo desenvolvida pelas distroglicanas® .

Para que ocorra o avanco do conhecimento sobre DMP atualmente, faz se
necessarios mecanismos para o desenvolvimento de pesquisas sobre patologias
neuromusculares ainda desconhecidas e a descoberta de novos elementos das ja
entdo citadas na literatura, portanto as andlises de modelos animais tem sido uma
alternativa altamente utilizada para a investigacdo das questdes distroficas e

genéticas patolégicas®.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Avaliar a integridade da Barreira Hematoencefalica em camundongos com

Distrofia Muscular Congénita 1D.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a permeabilidade da Barreira Hematoencefalica em camundongos
com Distrofia Muscular Congénita 1D

Verificar a atividade das Metaloproteinases 2 e 9 em camundongos com

Distrofia Muscular Congénita 1D
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de Estudo

Este estudo é do tipo experimental com uso de um modelo animal.

3.2 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e
Didaticos®®. Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de ética no uso
de animais da UNISUL sob niamero 14.018.4.08.1V.

3.3 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos adultos machos wild-type (WT -
selvagens), heterozigotos (HT - possuem somente 50% do dano em LARGE) e
Nocautes (KO — Possuem total dano no gene LARGE - camundongos com
DMC1D), pesando entre 20-30g, procedentes da USP — S&o Paulo. Os animais
foram mantidos no Biotério da UNISUL e acondicionados em 5 animais por caixa,
ciclo de claro e escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e comida e agua ad libitum. O

ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1° C.

3.4 Desenho experimental

O estudo foi dividido em duas partes: experimento 1 e experimento 2. No
experimento 1 os animais foram divididos em 3 grupos contendo oito animais cada:
(1) WT; (2) HT e (3) KO. Ao completarem 60 dias foram submetidos a avaliacdo da
permeabilidade da barreia hematoencefélica pelo corante azul de Evans. No
experimento 2, os animais foram divididos em 3 grupos contendo oito animais cada:
(4) WT; (5) HT e (6) KO. Ao completarem 60 dias forma submetidos a avaliacao da
atividade das mataloproteinases 2 e 9 a partir da zimografia. A figura 1 demostra o

desenho do estudo com a separacgéo dos grupos experimentais.
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Desenho do Estudo

Experimento | Experimento Il
BHE MMP2e9
WT HT KO WT HT KO

L

Figura 1 - Desenho Experimental

v

3.4.1 Permeabilidade da barreira hematoencefalica por Azul de Evans

A integridade da BHE foi investigada através de extravasamento do corante
azul de Evans®. Foi injetado 1ml via i.p de azul de Evans (1%) 1h antes dos animais
serem submetidos a eutanasia®. Os animais foram anestesiados, consistindo de uma
administracdo intraperitoneal de cetamina (6,6 mg/kg), xilazina (0,3 mg/kg) e

acepromazina (0,16 mg/kg)®**®

, € em seguida, o torax foi aberto para realizacdo de
perfusdo cardiaca com aplicacdo de 200ml de solucdo salina através do ventriculo
esquerdo na pressao de 100mmHg até que o fluido de perfusdo incolor for obtido a
partir do atrio direito. As estruturas hipocampo e cortex cerebral e estriado foram
retiradas para avaliacdo da BHE. As amostras foram pesadas e colocadas em 50% de
solucdo tricloroacético. Ap6s homogeneizacéo e centrifugacédo, o corante extraido foi
diluido com etanol (1:3), e determinada a sua fluorescéncia (excitacdo em 620nm e
emissdo a 680nm) com um espectrofotdmetro de luminescéncia (Hitachi 650-40,
Toquio, Japao). Os calculos foram baseados no padrdo externo (62,5-500ng/ml) no
mesmo solvente. O teor de azul de Evans no tecido foi quantificado a partir de uma
linha padréo linear derivada de quantidades conhecidas do corante e expressa por

grama de tecido®.
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3.4.2 Isolamento de tecido cerebral para dosagem de metaloproteinases

Depois da decapitagdo o animal foi submetido ao isolamento das estruturas
hipocampo, estriado e cértex cerebral. Apds, as amostras foram homogenizadas em
4ml de PBS por trés vezes e centrifugados a 4000rpm por 10 minutos a uma
temperatura de 4°C. As amostras foram colocadas em 15% dextrano T-500 e, em
seguida, adicionadas em 20% dextrano T-500, onde os pellets foram centrifugados a
25.000 rpm por 10 min. a 4°C%.

3.4.2.1 Zimografia para medicdo da MMP-2 e MMP- 9

A zimografia € uma técnica de eletroforese que permite observar e identificar
a atividade proteolitica. Para isso ha a utilizacdo da poliacrilamida que ao contrario
da eletroforese de proteinas simples, a polimerizacdo da poliacrilamida ocorre na
presenca de gelatina solivel. Assim, o gel resultante da polimerizacdo possui
gelatina (colageno desnaturado)®. Apés a corrida eletroforética, as amostras foram
lavadas em uma solucdo contendo Triton X100 e incubadas em um tampao
apropriado que favorece a atividade de proteases. Posteriormente o gel foi corado e
a atividade enzimatica foi demonstrada pela auséncia de coloracéo (faixas brancas)

nas areas onde o substrato (gelatina) foi degradado.

3.5 Andlise Estatistica

Apés a coleta dos dados, um teste de normalidade foi aplicado para
caracterizacdo dos dados. Os dados foram expressos por média e erro padréo da
média. A analise estatistica dos dados entre os grupos foi realizada por meio de
analise de variancia (ANOVA) de uma via. Quando o valor de F foi significativo,
comparacgdes post hoc foram feitas pelo teste de Tukey. A significancia estatistica foi

considerada para valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da Integridade da Barreira Hematoencefalica

Neste estudo foi avaliado a integridade da BHE através da andlise do azul
de Evans. Na Figura 1 pode-se observar que houve um aumento significativo
(p<0,05) na permeabilidade da BHE em hipocampo e estriado nos animais KO
guando comparado anos animais WT. Em cortex cerebral, ndo houve diferenca
significativa quanto a permeabilidade da BHE (p>0,05) no grupo de animais KO
guando comparado ao grupo de animais WT.

2.0+ .
E&E Hipocampo
E=3 Cortex
159 B3 Estriado

Azul de Evans (ng/ml)
_Q —
(3] o
1 1

ifzl2

WT HT KO

o
o

Figura 2 - Integridade da BHE. Dados sdo apresentados com média £ S.E.M, n=8 animais por grupo. *p<0,05
versus WT.

4.2 Avaliacao da atividades da Metalopreoteinases 2 e 9

A Figura 2 apresenta os dados da avaliacdo da atividade das MMP 2 e 9 em
hipocampo, coOrtex e estriado. A Figura 2A e 2B mostram os dados das avaliacfes
da atividade da MMP 2 e 9 em hipocampo. Pode-se observar que houve um
aumento da atividade da MMP 9 no grupo de animais KO quando comparado ao
grupo de animais WT (p<0,05). Nao houve alteracdo da MMP 2 em nenhum dos
grupos experimentais analisados. Os dados da avaliacdo da atividade das MMP 2 e

9 em cortex cerebral foram demonstradas pela Figura 2C e 2D. Pode-se observar
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gue houve um aumento da atividade da MMP 2 no grupo de animais KO em relacdo
ao grupo de animais WT. N&o houve alteracao na atividade da MMP 9 nos grupos
experimentais avaliados. A atividade das MMP 2 e 9 no estriado sdo mostradas na
Figura 2E e 2F. Houve um aumento da atividade da MMP 2 no grupo de animais HT

e KO em relagcédo ao grupo WT. N&o houve alteracdo na atividade da MMP 9 nos

grupos experimentais analisados.
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Figura 3 - Atividade das MMP 2 e 9 em hipocampo (2A e 2B), c6rtex cerebral (2C e 2D) e em
estriado (2E e 2F). Os dados sdo apresentados com média + S.E.M, n=8 animais por grupo.

*p<0,05 versus WT.
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a integridade da BHE e a atividade
das MMP 2 e 9 em camundongos com DMC1D. Neste contexto observou-se que
houve um aumento da permeabilidade da BHE em hipocampo e estriado, um
aumento da atividade da MMP 2 em cortex cerebral e estriado e um aumento da
atividade da MMP 9 no hipocampo. As estruturas avaliadas no estudo foram
hipocampo, cOrtex e estriado por serem estruturas que tem a presenca da barreira
hematoencefalica evidenciadas segundo estudos prévios em modelos animais de
distrofia®.

A BHE € uma estrutura associada a membrana com a finalidade de regular o
influxo de substancias do sangue para o SNC"2,

Alteracbes na permeabilidade da BHE podem ser explicados pela disfuncao
de seus componentes como as células endoteliais cerebrais que se encontram
apoiadas a lamina basal contendo moléculas da matriz extracelular, o rompimento
da matriz leva a alteracfes no citoesqueleto afetando as proteinas constituintes das
juncdes apertadas que por sua vez afeta a integridade da BHE®. Por exemplo as
células chamadas de astrocitos que tem a funcdo de manutencéo e sinalizacdo das
células endoteliais cerebrais, portanto estdo diretamente relacionada a integridade
da BHE™. Ja os pericitos sdo fundamentais na interacdo entre células endoteliais
sendo que o rompimento dessa comunicacao pode levar a alteracdes da barreia e
neuroinflamagdo®.

Uma série de doencas neuroldgicas estdo associadas a neurodegeneracao
e morte neuronal associada ao comprometimento cognitivo®’, o que pode ser
derivado do aumento da permeabilidade da BHE, sendo assim esse processo é
associado ao surgimento de doencas degenerativas, isquémicas ou inflamatérias,
levando a um influxo de agentes téxicos que podem estar envolvidos no
comprometimento das funcdes neuroldgicas®. Segundo Nico e colaboradores®, os
déficits anatdmicos e moleculares na integridade da BHE sdo indicios de vérias
condi¢Bes patoldogicas do SNC. Em estudos recentes, alteracdes da BHE foram
associados a déficits cognitivos evidenciados em patologias como Alzheimer,

doenca de Parkinson, esclerose multipla e outras doencas degenerativas®.
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Na DMC1D sabe-se que ocorre alteragcbes na glicosilagdo da a-DG,
causando o fendtipo distrofico da doenca. Essas alteragfes causam desestabilidade
no complexo de glicoproteinas, induzindo a disfuncdo da membrana celular'®.

Em modelo animal, foi visto que a hipoglicosilagdo da a-DG é associada a
alteracbes no SNC como déficit cognitivo, alteragcdes no metabolismo energético,
dano oxidativo e comprometimento da memdria de habituagcdo e aversiva, assim
como diminuicdo nos niveis do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF)*2
gue atuam em diversas fung¢des cerebrais como o0 processo de aprendizagem e
formacdo da meméria’®’. As alteracdes citadas acima foram evidenciadas em tecido
cerebral como hipocampo, estriado e cortex cerebral. Estruturas que foram utilizadas
para avaliacdo da permeabilidade da BHE e da atividade da MMP e e 9. Em um
modelo animal de distrofia muscular miotdnica, pesquisa demonstra déficits de
memoéria espacial e prejuizos na plasticidade sinaptica em hipocampo®?,

O complexo distroglicano esta situado em diversas regides encefalicas,
incluindo hipocampo e cortex cerebral, onde sdo essenciais para a realizagdo de
determinadas sinapses. A estrutura localizada no telencéfalo, chamada de
hipocampo € responsavel pela memaria de curta duracéo e formacédo da memoria a
longo prazo, tanto em animais como em humanos*®,

Nesta pesquisa, observou-se que os camundongos Largemyd apresentaram
um aumento na permeabilidade da BHE em hipocampo e corpo estriado, estruturas
responsaveis por memoria e cognicdo, portanto isso pode ser uma possivel
fisiopatologia do comprometimento observado em estudos prévios deste modelo. Em
outros modelos animais de DMP, como o0s animais mdx, modelo animal para a DMD,
estudos comprovam que alteracdes nas juncdes apertadas, astrocitos, claudinas e
zonas ocludens, que sao constituintes da BHE, podem causar um aumento no
influxo de agua e consequentemente contribuir para o surgimento de um edema
encefalico, o que por sua vez pode estar associado a déficits neurolégicos'®. Em
outro estudo também houve a demonstracdo de uma relacdo entre 0 aumento da
permeabilidade da BHE e alteracdes cognitivas em camundongos mdx®. Nico e
colaboradores® evidenciaram que em camundongos mdx, ocorrem alteracdo nas
proteinas da membrana o que pode ser a causa do aumento da permeabilidade da
BHE, levando a disttrbios cognitivos®.

A disfungédo da BHE pode estar relacionada com a diminui¢cdo de sua funcéo

de homeostase pela abertura das jungbes apertadas, o que leva a exposi¢do do
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ambiente cerebral a substancias nocivas, comprometendo a sinalizacdo neuronal e
pode causar a morte dos neurdnios, isto pode se apresentar como uma das causas
de progresséo das doencas do SNC’.

As MMP, enzimas que realizam a degradacdo ou modificagdo dos
componentes da matriz>®, sdo os principais constituintes da BHE, que modificam
substancias da matriz extracelular que, por conseguinte, podem causar reacdes
secundarias & BHE com impacto em sua funcionalidade’®. As deficiéncias em
proteinas do complexo de glicoproteinas da membrana podem acarretar em
alteracfes no citoesqueleto, o que aumenta a secrecdo das MMP por células glias,
aumentando 0s espacgos entre as juncdes apertadas e consequentemente o
aumento da permeabilidade da BHE'®®. A primeira evidéncia de alteracdes das MMP
em modelos animais de DMP, foi através da pesquisa de Nico e colaboradores'®,
onde na avaliagéo de estruturas encefalicas em camundongos mdx, encontraram um
aumento na atividade das MMP 2 e 9 no encéfalo*®.

Neste estudo observou-se um aumento da atividade da MMP 2 em cortex
cerebral e estriado e um aumento da atividade da MMP 9 no hipocampo nos animais
Large. A MMP 2 pertence ao grupo das gelatinases, que podem hidrolisar varias
moléculas da matriz extracelular participando da integridade da barreira'®. A
degradacédo dos componentes das juncdes apertadas, realizada pelas MMP 9, pode
ser a causa do aumento da permeabilidade da BHE'®’. O aumento da expressao
desta enzima foi visto no cértex e no hipocampo apods despolarizacdo da membrana,
0 que mostra uma associacdo da MMP 9 com a fisiologia neuronal’®®. Na pesquisa
de Tsuge e colaboradores'® o aumento da atividade da MMP 9 foram achados em
regides encefalicas como cortex cerebral e hipocampo.

Em outro modelo animal de acidente vascular encefalico foi observado uma
ativacdo da MMPs o0 que causava uma ruptura da lamina basal, do complexo de
glicoproteinas e o aumento da permeabilidade na BHE. Onde a MMP-2 foi
evidenciada pela degradacdo de parte estrutural das juncdes apertadas e
consequentemente alteracdo da barreira, e a MMP-9 por causar a entrada de
neutréfilos em SNC aumentando a morte neuronal™***2,

Uma associacao entre os niveis de MMP-9 no sangue e o aumento da
permeabilidade da BHE po6s acidente vascular encefalico em humanos, foram

descritos ainda na década de 90 por Anthony e colaboradores™.
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Ha diversos estudos que relatam alteracdes de funcionamento na expressao
e ativacido das MMPs em pacientes com distrofias. Nico e colaboradores'®
comprovaram por estudo histoquimico, que em modelos animais de distrofia
muscular de Duchenne, ocorre um aumento da expressdo das MMP 2 e 9 no
cérebro desses camundongos, e confirmam que esses resultados evidenciam a
acdo patogénica das MMP nas desordens de SNC associadas a Duchenne'®. As
células chamadas de astrocitos tem sido relacionadas com a producao das MMP
2 para tanto um mau funcionnamento das células constituintes da BHE causa um
déficit na producdo de MMPs que também fazem parte do processo de protecao da
barreira.

A disfuncéo da proteina distrofina, aquela com comprometimento na distrofia
muscular de Duchenne, apresenta se de uma forma deficiente associada a outras
proteinas ligadas ao complexo e as células da glia em regido encefalica'* esse
acontecimento consequentemente induz a alteragbes no citoesqueleto glial,
alterando as MMPs e as células que constituem a BHE, como as jun¢fes apertadas,

103114 sendo assim como a a-DG é uma

amentando a permeabilidade da barreira
proteina constituinte do complexo uma deficiéncia nesta acaba alterando MMPs e
consequentemente a BHE, sendo uma possivel via patolégica que leva a alteracdes

neurolégicas na DMC1D.
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6 CONCLUSAO

Através dos dados encontrados nesta pesquisa e as informacdes coletadas
da literatura, pode-se constatar que o aumento da permeabilidade da BHE e a
alteracdo da atividade da MMP 2 em hipocampo e cértex cerebral e MMP 9 em
hipocampo, estruturas que séo responsaveis pelo aprendizado, memaria e cogni¢ao
podem estar associados a um distlrbio de funcionalidade a aos déficits cognitivos
encontrados nos animais Large. Em concluséo, estes dados apontam para um papel
patogénico especifico para a MMP-2 e MMP-9 em disfungBes neuroldgicas
associadas com DMC1D e sugerem que a anormalidade na glicosilagdo da a-DG
pode induzir a um aumento da atividade dessas metaloproteinases e que esse
fendmeno pode estar associado a um aumento da permeabilidade da BHE em
animais Large, causando uma alteracdo da homeostase.

Futuros experimentos deverao ser feitos no intuito de avaliar a relagéo entre
alteracoes na permeabilidade da barreia hematoencefédlica e da atividades da

metaloproteinases, utilizando inibidores especificos das metaloproteinases 2 e 9.
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