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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma miopatia grave, de heranga genética
recessiva, ligada ao cromossomo X e caracterizada pela auséncia de proteina distrofina
funcional, gerando processos degenerativos progressivos no tecido muscular. Mesmo com
o avanco de estudos, principalmente sobre aplicagao de terapias genéticas, o tratamento da
DMD ainda ¢ limitado e inacessivel para a maioria dos pacientes. Assim surge a proteina
RGMa (Repulsive Guidance Molecule a), que inicialmente tinha sua fun¢do associada a
orientacdo e formagdo neuronal no sistema nervoso, e atualmente vém sendo investigada
por sua relagdo com a miogénese e seu potencial regenerativo na musculatura. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o padrao de expressao de RGMa em camundongos mdx,
modelo experimental para DMD, com 3, 5 ¢ 7 semanas de vida, comparados a animais
wild-type. Foram realizadas anélises histoldgicas, imunofluorescéncia e expressao génica
por PCRq nos musculos tibial anterior e gastrocnémio. Os resultados demonstraram que o
padrao de expressao de RGMa nos animais mdx ndo difere dos animais controle, com
excegdo de sua marcagdo em pontos centrais de algumas miofibras, ndo necessariamente
colocalizado com o nucleo central de miofibras novas, os quais ndao puderam ser
caracterizados nesse trabalho. Estes pontos centrais RGMa+ foram evidentes
principalmente na 5% e 7* semanas na musculatura dos animais mdx. No musculo tibial
anterior dos animais controle foi possivel observar um aumento significativo da
percentagem de fibras RGMa-positivas da 3% para a 5* semana, o que ndo foi observado no
mesmo musculo dos animais mdx, sugerindo uma incapacidade deste animal de gerar
novas fibras RGMa-positivas ao longo da doenca. Estes dados foram corroborados por
PCRq. Esses achados contribuem para o conhecimento das vias moleculares envolvidas na
regeneracdo muscular e apontam o RGMa como possivel alvo terapéutico complementar
para tratar paciente com DMD.

Palavras-chave: Distrofia muscular de Duchenne; RGMa; regeneragdo muscular;

camundongos mdx; biofarmaco.



ABSTRACT
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe, recessive, X-linked myopathy
characterized by the absence of functional dystrophin protein, leading to progressive
degenerative processes in muscle tissue. Despite advances in research, particularly on the
application of gene therapies, treatment for DMD remains limited and inaccessible to most
patients. This led to the emergence of the protein RGMa (Repulsive Guidance Molecule
a), which initially functioned in neuronal guidance and formation in the nervous system
and is currently being investigated for its relationship with myogenesis and its regenerative
potential in muscle. The present study aimed to evaluate the expression pattern of RGMa
in mdx mice, an experimental model for DMD, at 3, 5, and 7 weeks of age, compared with
wild-type mice. Histological analyses, immunofluorescence, and gene expression by qPCR
were performed in the tibialis anterior and gastrocnemius muscles. The results
demonstrated that the RGMa expression pattern in mdx mice did not differ from that in
control mice, except for its labeling in central points of some myofibers, not necessarily
colocalized with the central nucleus of new myofibers, which could not be characterized
in this study. These RGMa+ central points were evident mainly at weeks 5 and 7 in the
muscles of mdx mice. In the tibialis anterior muscle of control mice, a significant increase
in the percentage of RGMa-positive fibers was observed from week 3 to week 5, which
was not observed in the same muscle of mdx mice, suggesting an inability of these animals
to generate new RGMa-positive fibers throughout the disease. These data were
corroborated by qPCR. These findings contribute to the understanding of the molecular
pathways involved in muscle regeneration and point to RGMa as a possible complementary

therapeutic target for treating patients with DMD.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy; RGMa; muscle regeneration, mdx mice;

biopharmaceutical.
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1. INTRODUCAO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma miopatia comum com
acometimentos graves, que se manifesta no inicio da infincia. Trata-se de uma doenca
predominantemente masculina, de heranga recessiva ligada ao cromossomo X, causada por
mutagdes no gene que codifica a proteina distrofina. Essa proteina é crucial para a
estabilidade das fibras musculares. Sem uma distrofina funcional, a membrana da célula
muscular enfraquece ¢ fica propensa a danos durante as contragdes. Isso leva a inflamagao
crOnica, formacdao de cicatrizes e eventual perda de movimento, respiragdo e funcao
cardiaca devido a ciclos repetidos de degradacao e reparo muscular. Devido a evolugao da
DMD, os pacientes passam a necessitar de ventilagao assistida com aproximadamente 20
anos de idade e morrem com cerca de 40 anos.

A distrofina ¢ um dos maiores genes do genoma humano, com aproximadamente
2.5Mb, com 79 éxons. A proteina codificada por este gene, com 3684 aminoacidos, tem a
funcao de conectar o citoesqueleto da célula muscular esquelética ao sarcolema (membrana
plasmatica) e a matriz extracelular. Portanto, a distrofina é responsavel pelo suporte
estrutural, com papel na manutencdo da estabilidade do sarcolema e promocdo da
transducgdo da forca mecanica gerada nos sarcomeros durante a contragdo muscular, para a
matriz extracelular.

As estratégias de tratamento de DMD buscam atacar ou o problema primario ou
atenuar as patologias associadas. A primeira estratégia busca utilizar técnicas de terapia
genética para restabelecer a proteina distrofina funcional. Oligonucleotideos antisense
indutores de éxon skipping, por exemplo, sdo moléculas capazes de atuar sobre RNAm pré-
existentes, na tentativa de produzir proteinas curtas que sejam funcionais. Estratégias
baseadas em CRISPR/Cas9 tém sido testadas, mas nenhuma delas encontra-se em estagio
clinico. Outra estratégia genética envolve a entrega da sequéncia funcional de distrofina
por vetores adenovirais recombinantes (rAAV) carregando micro-distrofinas. Os efeitos
desse tipo de tratamento ainda s3o limitados e enfrentam desafios sobre sua viabilidade,
acesso e eficacia a longo prazo. Além disso, o alto custo e os potenciais efeitos colaterais
de novas terapias, como o Elevidys®, recentemente aprovado no Brasil, limitam seu uso
mais amplo. Dessa forma, ha uma busca por estratégias e novas propostas terapéuticas que

possam auxiliar o reparo muscular de forma segura e eficaz.



A Molécula de Orientacdo Repulsiva a (do inglés, Repulsive Guidance Molecule a,
RGMa), inicialmente conhecida por seu papel no desenvolvimento do sistema nervoso,
também foi localizada na membrana e no citoplasma das células musculares esqueléticas e
funcionalmente relacionada ao crescimento e regeneragdo muscular em ensaios in vivo
(Martins et al., 2015; Costa et al., 2021). Recentemente, RGMa demonstrou ter capacidade
de aumentar a viabilidade e a proliferacao das células satélites (CS), células-tronco vitais
para o reparo do tecido muscular. Por isso, essa molécula surge como um possivel alvo
terapéutico para o tratamento da DMD, auxiliando na restauracdo da capacidade
regenerativa do tecido muscular.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressio de RGMa em
camundongos mdx, um modelo animal bem estabelecido para DMD. O estudo investigou
como RGMa poderia impactar a estrutura, regeneracdo e os aspectos moleculares do
musculo esquelético de pacientes com DMD, sugerindo novas estratégias de tratamento
focadas no crescimento e reparo muscular. Dada a complexidade e a gravidade da DMD,
bem como o numero limitado de tratamentos eficazes e acessiveis, encontrar novas
moléculas com propriedades regenerativas € essencial na busca por terapias mais seguras

e eficazes.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A Distrofia muscular de Duchenne
Em 1836, Gaetano Conte cunhou o termo “scrofola muscolorum” (degeneragao
muscular) apds observar dois irmdos com fraqueza muscular progressiva. Trinta e dois
anos depois, o médico francés Guillaume Duchenne descreveu e deu nome a distrofia mais
comum € mais grave existente em criangas em seu estudo intitulado “De la paralysie
musculaire pseudo-hypertrophique, ou paralysie myo-sclérosique” (Viggiano et al., 2023).
Sir William Richard Gowers foi o responsavel por observar a caracteristica hereditaria da
doenga, sua predilecdo por homens e a forma peculiar como os portadores de DMD se
levantam, denominada de manobra de Gowers (Elangkovan; Dickson, 2021). Em 1987,

Louise Kunkel nomeou o gene causador da doenga e seu produto proteico apos sua

descoberta (Duan, 2018).

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) faz parte das distrofinopatias, assim
como a distrofia muscular de Becker (DMB), a miocardiopatia dilatada ligada ao
cromossomo X e a distrofinopatia do portador. Estas sdo causadas por mutagdes no gene
DMD que codifica a proteina distrofina. De heranga recessiva, esse gene esta localizado
no brago curto do cromossomo X no locus Xp21, com incidéncia de aproximadamente
1:5000 nascidos vivos do sexo masculino (Duan et al., 2021; Starosta; Konieczny, 2021;
Viggiano et al., 2023). De forma geral, as distrofinopatias sdo divididas entre DMD e
DMB, sendo a primeira a mais grave e mais comum. A incidéncia de casos de DMB ¢
menor que 8 para cada 100.000 casos (Duan et al., 2021).

As distrofinopatias sdo caracterizadas por fraqueza muscular, mas seu grau e
distribui¢do, assim como os sinais € sintomas variam entre elas. Na DMD, os primeiros
sintomas aparecem na primeira infancia, proximo ao terceiro ano de vida. Geralmente
observa-se fraqueza muscular, falta de coordenag¢do motora, dificuldade para superar
obstaculos e subir escadas. Além disso, a DMD apresenta caracteristicas marcantes como
a hipertrofia dos musculos da panturrilha, o andar na ponta dos pés e a manobra de Gowes,
onde a crianca ‘“escala” o proprio corpo para ficar de pé (Birnkrant et al., 2018a;
Nascimento Osorio et al., 2019).

A principal caracteristica da DMD ¢ a fraqueza muscular de inicio distal nos

membros e degeneragdo progressiva das fibras musculares com regeneracao prejudicada.



Além disso, a evolucdo da doenca leva a insuficiéncia cardiaca e respiratéria, que
eventualmente resultam na morte devido a evolucdo da DMD. Os pacientes passam a
necessitar de ventilacao assistida proxima da segunda década de vida e podem sobreviver
até os 40 anos devido a novas tecnologias e diretrizes de cuidados para esses pacientes
(Duan et al., 2021).

O diagnostico diferencial entre as distrofinopatias deve levar em consideracdo trés
eixos: gendmico, proteico e clinico. O quadro de leitura aberto (ORF) do transcrito esta
interrompido na DMD, o que resulta em auséncia da distrofina de comprimento total na
membrana plasmatica, enquanto na DMB, o ORF se mantém preservado (eixo gendmico).
Na mensuracao da quantidade de proteina presente no tecido muscular através de ensaios
proteicos, como imuno-histoquimica por exemplo, ndo ¢ possivel encontrar presenga de
distrofina ou apenas vestigios sdo encontrados, porém na DMB a quantidade de distrofina
encontra-se apenas reduzida (eixo proteico). E por ultimo, o eixo clinico, que leva em
consideracdo principalmente o inicio da fraqueza muscular e a progressao, sendo que na
DMB se iniciam na adolescéncia e a progressao ¢ mais lenta (Bello; Pegoraro, 2019). Apods
o diagnoéstico, deve-se iniciar um acompanhamento multidisciplinar buscando atrasar a
evolucdo da doenca e a manutencdo da qualidade de vida, uma vez que ainda ndo ha cura
e as formas de tratamento mais avancadas ainda estdo em estagio clinico da pesquisa
(Carter et al., 2018).

A distrofina ¢ um dos maiores genes do genoma humano, com aproximadamente
2.5Mb e 79 éxons. A proteina codificada por este gene com 3684 aminoacidos tem a fungao
de conectar o citoesqueleto da célula muscular esquelética ao sarcolema (membrana
plasmatica) e a matriz extracelular (MEC). Por ser tdo grande, ha varios “hot-spots” onde
dele¢des e duplicagdes acontecem com maior frequéncia, como € o caso dos éxons 45-55
e 3-9, interrompendo a ORF e resultando na produ¢ao de uma distrofina nao-funcional
(Duan et al., 2021).

No tecido muscular esquelético, um mRNA de 14 kb ¢€ responsavel por codificar a
isoforma de distrofina de 427 kDa (Dp427). A distrofina ¢ codificada em trés isoformas
completas: a Dp427m, isoforma especifica do musculo; a Dp427c expressa neurdnios
corticais; e a Dp427p, das células de Purkinje. Outras isoformas de distrofina mais curtas

também sdo sintetizadas e, dependendo do local da mutagdo na DMD, essa expressao pode



ser comprometida, resultando na diversidade de alteragdes patologicas encontradas nos
pacientes com DMD. Por exemplo, a Dp71 que esta presente em diversos tipos de tecidos,
¢ expressa em grande quantidade no cérebro e mutagdes que a atinjam sdo responsaveis
pela deficiéncia intelectual junto 8 DMD. Além disso, as Dp260 e Dpl16, observadas
principalmente na retina e nos nervos periféricos, respectivamente, a Dp140 ¢ sintetizada
durante os estagios fetais e no cérebro adulto, assim como a Dp40 mais curta, o que esta
relacionado a variacdo dos fendtipos de DMD encontrados nos pacientes (Dowling;

Swandulla; Ohlendieck, 2023; Duan et al., 2021; Starosta; Konieczny, 2021).

2.2 O tecido muscular esquelético e a DMD

Responsavel por contrair e gerar for¢a auxiliando na respiracdo, no movimento e
na manuteng¢do da postura, o tecido muscular estriado esquelético ¢ constituido de células
inervadas de contragdo voluntaria e que podem fadigar sob altas demandas energéticas.
Isso o difere de outro tecido muscular estriado, o cardiaco, que ¢ composto de células
autoestimulaveis e que ndo sofrem fadiga mesmo sobre alta demanda (Mukund;
Subramaniam, 2020; Shadrin; Khodabukus; Bursac, 2016).

O tecido estriado esquelético ¢ uma estrutura organizada. Os musculos sdo
formados de fasciculos, que € composto por varias miofibras, que correspondem as células
musculares. As células musculares sao multinucleadas, produtos da fusdo de diversas
c¢lulas musculares indiferenciadas (mioblastos). O citoesqueleto das células/miofibras ¢
constituido de intmeras e sucessivas unidades contrateis basicas, denominadas
sarcomeros. Um tecido conjuntivo especializado envolve cada uma das camadas
musculares: o endomisio envolvendo cada miofibra; o perimisio envolvendo um feixe de
miofibras; e o epimisio envolvendo o musculo todo. Os nucleos estdo localizados na
periferia das células musculares, abaixo do sarcolema, diferenciando-as de outros tipos
celulares onde os nucleos sdo encontrados no centro da célula (Mukund; Subramaniam,
2020) (Figura 1).

Os sarcomeros possuem uma banda escura central, mais grossa (banda A),
composta por filamentos de miosina e dois filamentos leves de a-actina (banda I). Essas
bandas dado a caracteristica estriada do tecido muscular e sdo responsaveis pela contragao

muscular. Uma linha fina, denominada disco Z, corta ao meio a banda I e um conjunto de



duas linhas Z delimitam um sarcomero. O disco Z mantém os filamentos finos organizados
em um arranjo lateral com ajuda de proteinas associadas. O centro dos sarcomeros ¢
composto por filamentos grossos de miosina, estes possuem uma zona mais clara, chamada
de zona H, seccionada ao meio pela linha M, responséavel por conectar e organizar os
filamentos de miosina e delimitar o meio da unidade contratil (Huxley, 1965; Mukund,
Subramaniam, 2020). A banda A é composta principalmente de miosina, constituida de
uma proteina estrutural que forma sua calda e uma enzima que da forma a sua cabega que
hidrolisa ATP e se conecta a actina, gerando o deslizamento entre os filamentos de actina
¢ miosina e, consequentemente, levam a contragdo muscular. Ha também proteinas
associadas com fungdes especificas, mas principalmente relacionadas a estrutura do
sarcomero, como por exemplo a proteina gigante titina, que se estende por todo o filamento
grosso até a linha Z, garantindo a distribui¢do de forcas na banda A. Hé ainda diversas
proteinas da linha M responsaveis por ligar a miosina a titina € manter a organizagao dos
filamentos grossos, mantendo a contragdo organizada dos sarcomeros. A creatina quinase,
esta presente na linha M e se liga a miosina, sendo responsavel por gerar ATP e manter a
homeostase energética do sarcomero (Mukund; Subramaniam, 2020) (Figura 1).

Os filamentos finos sdo formados por isoformas de actina. Associados a actina
existem proteinas que atuam para que a contragdo muscular ocorra. Destaca-se a troponina
e a tropomiosina. A troponina ¢ constituida pela TNN-I, que se liga a miosina e interrompe
a contragao do sarcomero; a TNN-C que se liga ao Ca2+, liberado no citosol pela ativagdo
muscular, e a TNN-T que se conecta a tropomiosina, resultando no posicionamento correto
do complexo da troponina na miosina. Quando a célula muscular é ativada, o célcio ¢
liberado no citosol e se liga a TNN-C, provocando mudangas na troponina, que se espalham
pelas outras subunidades, alterando sua interacdo com a actina. Essas mudangas expdem
os locais onde a miosina pode se ligar a actina, permitindo o inicio da contragdo (Galinska-
Rakoczy et al., 2008). Além disso, existem proteinas acessorias ligadas a linhas Z, dando

estrutura ao sarcomero (Mukund; Subramaniam, 2020).
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Figural: Estrutura do tecido muscular. Retirado de Tajbakhsh, 2009.

Defeitos e mutagcdes de qualquer uma dessas proteinas acessorias alteram a
conformidade da unidade contrétil, levando a perda de funcionalidade, como acontece na
patogénese da DMD. Nesse caso, a distrofina estd localizada no citoesqueleto
subsarcolermal associada a diversas proteinas, formando o complexo proteico associado a
distrofina (CDPA), com cerca de 1,2 MDa, responsavel pela estabilidade da fibra muscular
e organizacao do citoesqueleto de actina subsarcolemal; e o complexo laminina-211, uma
vez que ele atua conectando o citoesqueleto de actina da miofibras a matriz extracelular
circundante através do sarcolema (Figura 2). A deplecao ou duplicacdo do gene da DMD
resulta em falta de uma proteina distrofina funcional, causando instabilidade na membrana
da fibra muscular e tornando-a mais suscetivel a microlesdes € ao rompimento causado
pela contracdo muscular, uma vez que a ligagdo do citoesqueleto intracelular e a matriz
extracelular previne danos na miofibra durante o movimento muscular (Dowling;

Swandulla; Ohlendieck, 2023; Ohlendieck; Swandulla, 2021).



Laminin

Integrin a7p1

Dystrobrevin (R
Syntrophin
ICM

Dystrophin
F-actin

Y FEEEN IS

E

Figura 2: Complexo proteico distrofina-associado (CPDA) do tecido muscular estriado

esquelético. Retirado de Wilson et al. 2022.

As fibras musculares podem ser divididas em dois tipos, tipo I e tipo II, uma
caracteristica reservada a vertebrados. Essa divisao se dé& principalmente pela velocidade
de contracdo e metabolismo energético utilizado para a contracdo muscular. As fibras do
tipo I s@o de contracdo lenta, mais resistentes a fadiga e podem manter uma contracao
muscular por longos periodos, pois sdo ricamente vascularizadas e apresentam alta
concentragdo de mitocondrias € mioglobinas. Seu metabolismo ¢ predominantemente
oxidativo, com baixa atividade glicolitica (Talbot; Maves, 2016). J4 as fibras de contracao
rapida, tipo II, sdo assim chamadas devido ao tempo de contragdo menor, com metabolismo
glicolitico de capacidade anaerdbia e maior tendéncia a fadiga. A expressao diferencial do
gene da cadeia pesada de miosina (MYH) ¢ usada para subdividir as fibras tipo Il em tipo
ITIA, IIB e IIX. A diferenca entre clas esta relacionada a velocidade de contracdo e a forga
muscular, sendo a fibra ITA, de contragdo rapida e metabolismo oxidativo, mais semelhante
as fibras tipo I, com mais mioglobinas e dependente do metabolismo oxidativo. Fibras tipo
[IB e [IX dependem principalmente do metabolismo glicolitico (Talbot; Maves, 2016). Nos
mamiferos, um mesmo musculo contém uma mistura de tipos de fibra ¢ os musculos
diferem na proporg¢ao de tipos de fibras, de acordo com sua fungao fisioldgica, como por

exemplo, o predominio de fibras tipo I no musculo séleo, responsavel pela manutengdo da



postura ortostatica. Além disso, seres humanos parecem nao apresentarem o tipo de fibra
[IB (Talbot; Maves, 2016).

As fibras musculares esqueléticas possuem grande capacidade de adaptagdo,
podendo mudar em resposta ao exercicio ou a falta de uso, como em casos de doenga ou
lesdo. A variagdo na forma de contragao e no metabolismo entre os diferentes tipos de
fibras, juntamente com sua capacidade de adaptagdo, ndo s6 permite uma ampla variedade
de fun¢des musculares, mas também cria diferengas na vulnerabilidade a determinadas
doencas, destacando as miopatias genéticas, como ¢ o caso da DMD (Ohlendieck;
Swandulla, 2021; Talbot; Maves, 2016). No estudo com amostras de musculos humanos
com DMD, WEBSTER et al. (1988) demonstraram que as fibras tipo 11X sdo as primeiras
a sofrerem com a degeneracao muscular e fibras do tipo I sofrem tardiamente os efeitos da
doenca. Isso pode ser explicado devido a capacidade das fibras tipo I de co-expressarem
miosinas embrionarias ou fetais junto com a miosina do tipo lento (MYH), indicando que
essas fibras passaram por processos de degeneragdo e regeneragdo, com danos menos

intensos do que observados nas fibras tipo Il (OHLENDIECK; SWANDULLA, 2021).

2.3 A regeneraciao muscular

O musculo estriado pode sofrer lesdes devido ao exercicio ou trauma e o processo
de regeneragdo muscular ocorre devido a ag¢do diversos tipos celulares. No entanto, se
destacam as células-tronco do musculo esquelético, as chamadas células satélites (CS
Pax7+), como principal agente da regeneragdo. As CS s@o responsaveis pelo
desenvolvimento muscular apds o nascimento e pelo processo de regeneracdo muscular
apos lesdes. Estdo localizadas entre a 1amina basal e o sarcolema da miofibra e se originam
durante a embriogénese, quando os fatores de transcricdo miogénicos Myf5 e Mrf4 sdo
expressos transitoriamente (Chang; Chevalier; Rudnicki, 2016; Ramkumar Sambasivan et
al., 2011).

No musculo adulto saudavel, o principal marcador das CS ¢ o fator de transcrigao
Pax7. Quando uma CS ¢ ativada, ela consegue sofrer divisdo celular assimétrica,
produzindo duas células filhas diferentes: uma célula que ¢ Pax7+/Myf5+ e uma
Pax7+/Myft5-. As células Pax7+/Myf5+ destinam-se ao processo regenerativo para formar

novas miofibras, enquanto as Pax7+/Myf5- destinam-se a permanecerem como CS, para



manter o pool de CS quiescentes do tecido (Shadrin; Khodabukus; Bursac, 2016; Chang;
Chevalier; Rudnicki, 2016). As CS Pax7+/Myt5+ se diferenciam em mioblastos, que
proliferam, se fundem e formam novas miofibras musculares.

O processo de reparo muscular ¢ mediado pela resposta imune inata, por meio de
eventos altamente coordenados, envolvendo respostas inflamatdrias e celulares especificas.
Inicialmente, neutroéfilos infiltram o tecido lesado e contribuem para a degeneracao das
fibras musculares comprometidas. Subsequentemente, macroéfagos do fenotipo Ml
promovem a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e a lise das fibras musculares
remanescentes. Na fase de regeneracgdo, as CS sao ativadas, proliferam e migram ao longo
do eixo longitudinal das fibras em degeneragdo, onde se diferenciam em miofibras para
restaurar a integridade do tecido. Este processo ¢ acompanhado pela deposicao de matriz
extracelular (MEC), angiogénese para revascularizagdo do tecido em regeneracdo e
reinervacao das novas fibras musculares. A transicao fenotipica de macrofagos M1 para
M2 ¢ um evento crucial, uma vez que macrofagos M2 favorecem a diferenciagdo das CS e
aresolucao do processo inflamatorio. Outros tipos celulares agem no reparo tecidual, como
progenitores fibroadipogénicos (FAPs), que atuam como elementos de suporte,
contribuindo para a deposi¢ao controlada de MEC e liberagdao de fatores paracrinos que
modulam positivamente o microambiente regenerativo (Shadrin; Khodabukus; Bursac,
2016).

Anteriormente acreditava-se que os ciclos de degeneracdo-regeneragao continuos
da DMD levavam as CS a exaustdo, com consequente reducao em seu pool, € a progressao
da doenca por perda de sua capacidade de regeneracao. No entanto, varios estudos recentes
apontam para o aumento no niumero de CS observadas no musculo distréfico em musculos
de pacientes humanos e no camundongo mdx, modelo experimental utilizado em pesquisas
sobre DMD (Kottlors; Kirschner, 2010; Reimann; Irintchev; Wernig, 2000).

Em seu estudo, DUMONT e colaboradores (2015) demonstraram que a distrofina
ndo esta presente apenas nas fibras musculares maduras, mas também ¢ expressa em CS
ativadas. Nelas, a distrofina atua regulando a polaridade celular ao interagir com a
MARK2. A deficiéncia de distrofina em CS compromete esse mecanismo, resultando na
perda da polaridade, aumento da frequéncia de divisdes celulares anormais e reducao da

divisao assimétrica, crucial para o equilibrio entre autorrenovagao e diferenciagdo celular.



Como consequéncia, hda uma diminuicdo na geragdo de progenitores miogénicos,
comprometendo significativamente a capacidade de regeneracdo do tecido muscular,
destacando a importancia da distrofina ndo apenas na manutencao da integridade das fibras
musculares, mas também como reguladora chave da dindmica das células-tronco

musculares durante a regeneracao.

2.4 Tratamentos disponiveis para a DMD

A DMD permanece sem cura € em sua maioria, os tratamentos consistem em
retardar a progressao da doenga. Uma equipe multidisciplinar direcionada aos sintomas ¢
importante, visando alterar o curso natural da doenga e aumentar a qualidade de vida e
independéncia dos pacientes, uma vez que além do principal acometimento na musculatura
esquelética e cardiaca, a fraqueza muscular traz outras consequéncias € ha manifestacdes
extramusculares (Duan et al., 2021; Verhaart; Aartsma-Rus, 2019).

Pacientes portadores de DMD necessitam de acompanhamento continuo, desde o
diagnostico até o fim da vida, com foco na transi¢ao para cuidados adultos e planejamento
antecipado. A equipe de cuidados envolve médicos especializados, fisioterapeutas,
fonoaudidlogos, nutricionistas, psicologos, terapeutas ocupacionais e assistentes sociais,
para tratar aspectos fisicos, emocionais e sociais da doenca. A DMD esta frequentemente
associada a cardiomiopatia dilatada, levando a insuficiéncia cardiaca, arritmias e risco de
morte subita. Deve-se realizar uma avaliacdo cardiaca recorrente ¢ o tratamento
medicamentoso deve ser iniciado precocemente, por volta dos 10 anos, como medida
preventiva. Com relagdo a perda da fun¢@o pulmonar deve ser avaliada anualmente desde
o diagnodstico e semestralmente apos a perda da deambulagdo, uma vez que cuidados
respiratérios eficazes aumentaram significativamente a expectativa de vida dos pacientes.
A assisténcia respiratoria inclui ventilagdo mecanica, suporte a tosse e¢ tratamento da
hipoventilacdo noturna com ventilagdo ndo invasiva. Com relagdo a prevengao e correcao
de contraturas musculares e escoliose, a fisioterapia tem papel importante, assim como
pode ser necessario o uso de Orteses ou em casos mais graves ha necessidade cirtirgica de
correcdo. A atencdo de outras especialidades da medicina, como gastroenterologia,
endocrinologia e nefrologia, faz-se necessaria quando sdo observadas outras alteragdes

secundarias, agindo no controle de sintomas e evitando aparecimento de outras doencgas



associadas. Por fim, o manejo neuropsicologico e do neurodesenvolvimento deve ocorrer
devido a incidéncia de transtornos como TDAH, TEA, ansiedade, TOC e dificuldades
cognitivas nos pacientes portadores de DMD (Duan et al., 2021).

Terapias medicamentosas tratam a patologia secundaria causada pela DMD, uma
vez que a perda da distrofina funcional estd associada ao aumento de processos
inflamatdrios pelo corpo, perda da homeostase do calcio, isquemia funcional, e
comprometimento da regeneracdo muscular, além de perda da capacidade respiratoria e
miocardite. VERHAART e AARTSMA-RUS ((2019) compilaram em sua revisao diversos
compostos em ensaios clinicos para tratamento de patologias secundarias. Apesar de serem
capazes de retardar a progressao da DMD, essas terapias ndo podem ser utilizadas como

cura de forma isoladas, uma vez que tém agao focada somente em um alvo ou uma via.

Os corticosteroides, como a prednisona, sdo tratamentos padrdo para a DMD,
devido a sua acdo anti-inflamatdria, embora seus mecanismos exatos ainda nao sejam
totalmente compreendidos. Apesar de retardarem a progressdo da doenga, esses
medicamentos apresentam efeitos colaterais significativos com o uso prolongado, como
ganho de peso e resisténcia a insulina (Duan et al., 2021). A vamorolona surge como uma
alternativa promissora, pois mantém os efeitos benéficos anti-inflamatérios
(transrepressdo) dos corticosteroides, mas com menor incidéncia de efeitos adversos
(transativagdo), conforme demonstrado em estudos com camundongos e ensaios clinicos
em criangas. Estudos clinicos iniciais indicaram melhora funcional em pacientes tratados
com as doses mais altas, embora alguns ainda tenham apresentado ganho de peso. Estudos
mais amplos e de longo prazo, incluindo um ensaio clinico de fase IIb controlado por
placebo, estio em andamento para confirmar sua eficicia e seguranga, em comparagao
direta com a prednisolona. Apesar de resultados positivos, ainda hé incertezas sobre os
efeitos a longo prazo (Verhaart; Aartsma-Rus, 2019).

O estresse oxidativo desempenha papel fundamental na fisiopatologia da DMD,
promovendo o acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e contribuindo para a
disfuncdo mitocondrial ¢ morte celular. A idebenona, um antioxidante mitocondrial,
mostrou efeitos protetores cardiacos e respiratorios em modelos murinos € em ensaios

clinicos de fase I e III (DELPHI e DELOS), com melhores resultados em pacientes virgens



de corticosteroides. No entanto, a aprovacao regulatoria ainda requer dados adicionais,
atualmente sendo investigados no estudo SIDEROS (Verhaart; Aartsma-Rus, 2019).

A via do oxido nitrico (NO)-GMPc, essencial para a vasodilatagdo e perfusao
muscular durante o exercicio, ¢ comprometida na DMD devido a ma localizagdo da NOS1
no sarcolema. A amplificagdo farmacoldgica dessa via por inibidores da fosfodiesterase
tipo 5 (PDES), como sildenafil e tadalafil, mostrou beneficios varidveis. Enquanto modelos
murinos tratados apresentaram melhora da fungdo muscular e cardiaca, os ensaios clinicos
em humanos revelaram eficacia limitada. O sildenafil foi associado a piora da
cardiomiopatia em alguns pacientes, enquanto o tadalafil demonstrou seguranca, mas sem
beneficios significativos em ensaio de fase III, levando a interrupcdo de seu
desenvolvimento para DMD (Verhaart; Aartsma-Rus, 2019).

A miostatina, um membro da familia TGF-f, ¢ um potente regulador negativo do
crescimento muscular. Sua inibicao genética ou farmacologica em modelos animais (e.g.,
camundongos mdx) resultou em aumento da massa e forga muscular, bem como reducao
da fibrose. Diversas abordagens foram testadas, incluindo anticorpos neutralizantes (e.g.,
domagrozumabe, talditercepte alfa), receptores chamariz (ramatercepte) e aumento da
expressao de folistatina por meio de vetores virais ou inibidores de histona desacetilase
(HDAC), como o givinostat. Embora esses tratamentos tenham apresentado efeitos
promissores em modelos pré-clinicos e seguranca em humanos, os beneficios clinicos
observados até agora foram modestos, em parte devido a regulagdo negativa basal da
miostatina em pacientes com DMD. O givinostat, além de aumentar a expressao de
folistatina, promoveu a regeneracdo muscular e a reducdo da fibrose, com resultados
positivos observados por histologia muscular em ensaio de fase I/II. Um estudo de fase III
estd em andamento. A inibicdo da miostatina permanece uma estratégia terapéutica
controversa, ja que os baixos niveis enddgenos dessa proteina em pacientes com DMD
podem limitar a eficidcia das terapias. No entanto, ha indicios de que estratégias
combinadas, como inibi¢do da miostatina associada a restaura¢ao da distrofina, podem
oferecer beneficios sinérgicos e melhorar a fungdo muscular (Verhaart; Aartsma-Rus,
2019).

O desenvolvimento de firmacos com o objetivo de curar a DMD ¢ desafiador

devido a complexidade da doenca, a limitagdo regenerativa do tecido muscular, as



incertezas associadas as terapias em investigacdo e pelos desafios em avaliar a eficicia
destas em modelos animais que ndo replicam completamente a progressdo da doenga em
humanos. As estratégias de tratamento de DMD que buscam atacar o problema primario
em sua maioria utilizam técnicas de terapia genética para restabelecer a proteina distrofina
funcional (Himi¢; Davies, 2021).

Oligonucleotideos antisense indutores de éxon skipping, por exemplo, sdo
moléculas capazes de atuar sobre RNAm pré-existentes, na tentativa de produzir proteinas
curtas que sejam funcionais. Atualmente, quatro desses oligonucleotideos foram aprovados
pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos para o tratamento de
pacientes com DMD, mas os efeitos do tratamento ainda sdo limitados. Além disso,
estratégias baseadas em CRISPR/Cas9 tém sido testadas, mas nenhuma delas encontra-se

em estagio clinico (Elangkovan; Dickson, 2021).

Terapias celulares tém sido desenvolvidas com base no transplante de células-
tronco geneticamente modificadas para produzir distrofina funcional. No entanto, a
abundancia de musculos do corpo e o numero de musculos individuais (>700) impdem
desafios ao desenvolvimento eficiente desse tipo de terapia. Além disso, em condi¢des de
cultivo, as CS perdem sua capacidade proliferativa e entram em diferenciagdo muito
rapidamente. Portanto, o conhecimento dos genes ou fatores que influenciam a viabilidade,
a proliferacao e a manutenc¢ao do estado tronco das CS in vitro podera revelar agentes para
o sucesso das terapias celulares para o tratamento de miopatias como a DMD (Starosta;

Konieczny, 2021).

Hé cerca de 30 anos pesquisas buscam substituir o gene defeituoso da DMD por
um gene sem alteragdes através da terapia génica utilizando vetores adenovirais (AAV).
Essa técnica apresenta resultados promissores quando utilizadas para tratar outras
patologias, como ¢ o caso do farmaco Luxtuma, aprovado recentemente pela FDA para
tratar amaurose congénita de Leber. No entanto, pesquisadores enfrentam desafios na
terapia com AAV na DMD, uma vez que o gene DMD ¢ muito grande, excedendo a
capacidade de encapsulamento dos vetores adenovirais e retrovirais de primeira geracao.
Outra questdo importante ¢ a extensao do tecido muscular, que envolve todo o corpo. A
inje¢do intramuscular tem resultados limitados e ndo é capaz de acessar o coragdo € o

diafragma (Duan, 2018; Elangkovan; Dickson, 2021).



Em 1990, o laboratério de Kay Davies descobriu uma versdo funcional da
distrofina, a mini-distrofina D17-48, que demonstrou proteger a musculatura de forma
eficaz. No entanto, os vetores adenovirais e retrovirais ndo eram adequados para estudos
em pacientes com DMD: os adenovirais apresentavam alta toxicidade para esse grupo,
enquanto os retrovirais enfrentavam diversas limitagdes técnicas. Assim, os resultados
promissores observados em modelos murinos ndo puderam ser reproduzidos em humanos

(Duan, 2018).

Assim surge a necessidade de outra estratégia genética envolvendo a entrega da
sequéncia funcional de distrofina, utilizando vetores adenovirais recombinantes (rAAV)
carregando micro-distrofinas. Atualmente estudos se encontram em estdgio clinico da
pesquisa, destacando as pesquisas realizadas pela Sarepta Therapeutcs e pela Pfizer que
apresentaram resultados promissores, comprovando a transferéncia do rAAV para o
musculo humano (Elangkovan; Dickson, 2021). A Sarepta concluiu um ensaio de fase I/Ila
de uma versdo conjugada a peptideos de eteplirsen, mas os resultados ainda ndo foram
publicados. A aprovagdo desse farmaco na FDA foi controversa e anteriormente foi
rejeitado duas vezes pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA). Além disso, existe

uma alta demanda dos pacientes, mesmo em periodo regulatorio (Himi¢; Davies, 2021).

A pesar dos resultados promissores, eventos severos adversos dessa terapia foram
observados em varios pacientes, incluindo a faléncia renal e a elevagao transiente de
enzimas hepaticas. Além disso, alguns pacientes ja apresentam anticorpos neutralizadores
de AAV pré-existentes, o que faz com que eles sejam excluidos do tratamento. Os rAAVs
raramente se integram ao genoma hospedeiro, o que significa que € possivel que, com a
turnover muscular, as micro-distrofinas desaparecam com o tempo (STAROSTA &

KONIECZNY, 2021).

No Brasil, o primeiro medicamento de terapia avancada, chamado Elevidys, foi
aprovado em carater excepcional, sob condi¢des de monitoramento de longo prazo, pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em 2024. O registro foi publicado no
Diario Oficial da Unido na RESOLUCAO-RE n° 4.486, DE 29 DE NOVEMBRO DE 2024.
Segundo o site oficial do medicamento, para receber o tratamento, os pacientes precisam

estar em fase de deambulagdo, com pelo menos 4 anos de idade, excluindo assim aqueles



que perderam a capacidade de andar. Portadores de DMD com deleg@o no éxon 8 e/ou éxon
9 do gene da distrofina também nao estdo elegiveis para o uso do Elevidys (SAREPTA
THERAPEUTICS. Elevidys. Cambridge, 2024. Disponivel em:
https://www.elevidys.com/. Acesso em: 13 maio 2025). A pesar de disponivel, atualmente
esse medicamento chega a custar 17 milhdes de reais, 0 que o torna inacessivel para a

populagao.

2.5 RGMa

A Molécula Orientadora por Repulsao a (do inglé€s Repulsive Guidance Molecule a
- RGMa) pertence a uma familia de proteinas (RGMa, RGMb, HFE2/ RGMc e RGMd),
que possui ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) na porcdo C-terminal. RGMa foi
inicialmente relacionada ao crescimento e migragdo de neurdnios durante a embriogénese,
atuando como pista repulsiva na orientagdo do crescimento de axonios no sistema nervoso
(MONNIER et al., 2002). Além disso, foi identificado como regulador da proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia de células neurais (Matsunaga; Nakamura; Chédotal, 2006).

Modifica¢des pos-traducionais promovidas pela SKI-1 (Subtilisina Kexina
Isoenzima 1), Furina e fosfolipases (Key; Lah, 2012) resultam na formag¢ao de pelo menos
sete formas da proteina RGMa. Por ser modular, RGMa tem sido identificada exercendo
diferentes papeis bioldgicos além da neurogénse, incluindo alguns associados ao
desenvolvimento esquelético, formagdo dos tubos endoteliais durante a angiogénese e
respostas inflamatorias.

Nosso grupo de pesquisa investiga as fun¢des desempenhadas por RGMa durante
a miogénese. Transcritos de RGMa foram encontrados nos somitos de embrides de
galinhas, especificamente no local de origem dos precursores do musculares e das células
satélites (JORGE et al., 2012). Na musculatura adulta, RGMa pode ser encontrada no
sarcolema e no sarcoplasma, com padrio de expressdo semelhante as proteinas
sarcoméricas (MARTINS et al., 2015). Estudos funcionais realizados in vitro com cé¢lulas
de linhagem C2C12 e células primarias demonstraram que RGMa ¢ capaz de induzir a
hipertrofia e hiperplasia celular (MARTINS et al., 2015). Estes efeitos sdo induzidos pela
via de sinalizacdo iniciada no receptor neogenina (COSTA et al., 2021). A neogenina

também ¢ expressa no tecido muscular e sua superexpressao pode induzir um aumento da



fusdo de mioblastos em miotubos multinucleados (COSTA et al., 2021). RGMa ¢ capaz de
induzir a expressao de inimeros genes associados ao ganho de massa muscular (COPOLA
et al., 2022).

Os efeitos do tratamento com rRGMa também foram investigados sobre as CS. Foi
observado que este orientador de axonio € capaz de induzir um aumento da viabilidade e
proliferacdo celular (hiperplasia), indicando um possivel papel para RGMa também na
expansdo dessas células associadas especificamente com a regeneragdo e crescimento do
tecido muscular (NOGUEIRA & ALFARO, dados ainda nao publicados). Por fim, estudos
funcionais realizados in vivo revelaram que uma uUnica inje¢do de rRGMa no musculo
Tibial Anterior (TA) de um camundongo saudavel levou a hipertrofia muscular, apés 28
dias, observado por anélises morfologicas e moleculares. Adicionalmente, a injecao de
rRGMa em um TA previamente lesionado também induziu a hipertrofia muscular, neste
caso, ja ap6s 2 dias da injegdo (NOGUEIRA et al., dados nao publicados).

Portanto, estudos in vivo e in vitro sugerem que RGMa atue na formagdo de
miotubos multinucleados com maior diametro (hipertrofiados) e no aumento do nimero de
nucleos nessas fibras (hiperplasia) (DO CARMO COSTA et al., 2021). Além disso, ha
evidéncias de que o RGMa ¢ capaz de aumentar a viabilidade e a hiperplasia de CS, o que

demonstra uma fungao relacionada & miogénese e a regeneragdo do tecido muscular.

2.6 Modelos experimentais para a DMD

Entre os modelos naturais e aqueles gerados em laboratorio, hé cerca de 60 tipos de
animais modelo utilizados em estudos pré-clinicos voltados ao tratamento da DMD. No
entanto, ainda ndo hd um consenso quanto a superioridade de um modelo sobre os demais.
Isso se deve, em grande parte, a complexidade da doenga: cada modelo apresenta
particularidades e nao refletem com precisdo as repercussdes da DMD observados em
humanos, o que dificulta a reproducao dos resultados obtidos na fase pré-clinica durante
os testes clinicos. Modelos nao mamiferos, como o peixe-zebra, assim como felinos, sdo
raramente empregados em estudos de terapia génica. Nesse tipo de pesquisa os modelos
mais utilizados sdao modelos murinos e cachorros portadores de distrofia muscular

(McGreevy et al., 2015a).



A deficiéncia no gene distrofina foi identificada em varias ragas de caes, incluindo
o modelo de distrofia muscular do Golden Retriever (GRMD), que reproduz bem o
fenotipo da DMD humana. No entanto, ha necessidade de um niimero maior de animais
por experimento devido a variedade de fendtipos desse modelo e o aumento de custo
gerado pelo seu tamanho e manutengao, sdo fatores negativos para a ado¢do desse modelo
animal nas pesquisas (Swiderski; Lynch, 2021).

Em uma colonia C57BL/10ScSnO surgiu o modelo murino mais utilizado em
pesquisas sobre DMD, a linhagem C57BL/10ScSn mdx. Conhecidos como camundongos
mdx, esses animais apresentam uma mutac¢ao natural no éxon 23 do gene dmd, resultando
na auséncia de distrofina full-lenght. Com cerca de 3 a 4 semanas de vida, esses animais
sofrem um ataque inicial de degeneracdo, superado em sequéncia por uma alta taxa de
regeneracao tecidual, resultando em uma patologia leve e hipertrofia da musculatura dos
membros. Estudos funcionais apontam que a apresentacao leve da DMD em idades iniciais
dos camundongos estd relacionada a expressdo da proteina relacionada a distrofina,
chamada utrofina, através de sua ativacao por mecanismo compensatério (McGreevy et al.,
2015a; Swiderski; Lynch, 2021). A utrofina € uma proteina homologa a distrofina, expressa
predominantemente no musculo esquelético durante o desenvolvimento fetal em humanos
e camundongos. Em condi¢gdes normais, sua expressao ¢ regulada negativamente nas fases
finais da gestagdo, sendo substituida funcionalmente pela distrofina apds o nascimento. No
contexto da DMD, caracterizada pela auséncia ou deficiéncia de distrofina funcional,
observa-se uma regulacdo positiva compensatoria da utrofina. Em humanos a utrofina
apresenta limitagcdes funcionais que impedem a completa substitui¢cao da distrofina, ndo
sendo suficiente para restaurar plenamente a integridade e a fun¢ao do sarcolema nas fibras
musculares afetadas (Yucel et al., 2018).

Animais mais velhos apresentam caracteristicas mais proximas da DMD,
demonstrando grande perda de forca, cardiomiopatia e regeneracdo muscular prejudicada.
Apesar de hipertrofiados, os musculos regenerados sdo mais fracos quando comparados
aos animais Wide Type (WT) C57BL/10. Além disso, camundongos mdx apresentam
musculos frageis e suscetiveis a danos causados pela contragao muscular (McGreevy et al.,

2015b; Swiderski; Lynch, 2021).



Atualmente, pesquisadores geraram modelos murinos utilizando o camundongo
mdx, que reproduzem de forma mais fiel a DMD humana, para suprir as limitagdes do
modelo original. O camundongo com deficiéncia dupla de distrofina/utrofina (dko), que
reproduz de forma mais eficiente o fendtipo da doenca, é um desses modelos,
demonstrando degeneracdo progressiva do membro e musculos do diafragma, cifose de
inicio precoce € morte prematura do animal (McGreevy et al., 2015b; Swiderski; Lynch,
2021; Yucel et al., 2018).

Em suas revisdes, MCGREEVY et al. em 2015b e SWIDERSKI; LYNCH em 2021
comparam os modelos atualmente utilizados para a DMD, afim de definir o mais eficiente,
e concluiram que para escolher um modelo experimental para a DMD ¢ fundamental que
se leve em consideragdo as vantagens e limita¢des especificas de cada modelo disponivel
ao investigar a fisiopatologia da distrofia e ao desenvolver novas estratégias terapéuticas

voltadas a atenuagdo da patologia ou a correcao da mutagdo genética subjacente.

3. JUSTIFICATIVA

A Distrofia Muscular de Duchenne ¢ uma miopatia genética grave, progressiva e
ainda sem cura definitiva, caracterizada pela auséncia funcional da distrofina, uma proteina
essencial para a estabilidade e integridade das fibras musculares. Apesar do avango nas
terapias genéticas e farmacologicas, os tratamentos atuais sdo apenas paliativos, com
resultados clinicos ainda modestos e inacessiveis a grande parte da populagdao. Nesse
contexto, torna-se fundamental a investigacdo de novas vias moleculares envolvidas na
regeneracdo e manutencao do tecido muscular que possam abrir caminhos para terapias
complementares ou alternativas. A RGMa, embora inicialmente descrita por sua fungao no
sistema nervoso, tem emergido como um importante regulador da miogénese e regeneracao
muscular. Estudos recentes demonstram que RGMa ¢ expresso no tecido muscular adulto
e atua pela via Neogenina para promover hipertrofia, hiperplasia e aumento da viabilidade
de CS, elementos centrais na regeneragdo muscular. Esses efeitos incluem o aumento do
nimero de miotubos multinucleados e a ativacdo de genes relacionados ao crescimento
muscular. Tais propriedades sugerem que RGMa possa contribuir positivamente para a
regeneracgdo tecidual em condigdes de comprometimento muscular, como observado na

DMD. O modelo murino mdx representa atualmente a base experimental mais amplamente



utilizada nos estudos pré-clinicos sobre a DMD. Embora apresente uma forma mais branda
da doenga em estagios iniciais devido a compensagao pela utrofina, o modelo reproduz
fielmente a auséncia da distrofina e a dindmica de degeneracdo/regeneracdo muscular
cronica, semelhante a observada em pacientes humanos. Além disso, o0 mdx permite a
investigacao funcional das células satélites e sua exaustao progressiva, eventos diretamente
implicados na faléncia regenerativa da DMD. Dado que RGMa mostrou potencial para
ampliar a proliferagdo e o potencial regenerativo das CS, e sabendo que na DMD a
deficiéncia de distrofina compromete diretamente a funcao dessas células, o estudo da acao
do RGMa em camundongos mdx surge como uma estratégia altamente relevante. Ele
permite avaliar (i) se RGMa pode restaurar ou melhorar a fun¢ao regenerativa do musculo
distrofico, (ii) se ha impacto morfoldgico e funcional significativo nos musculos tratados
com RGMa, (iii) e se a modulacao da via RGMa/Neogenina pode ser explorada como uma
nova abordagem terap€utica adjuvante a terapia génica ou farmacolédgica. Portanto, o uso
do RGMa em modelos animais de DMD, como o camundongo mdx, € justificavel tanto
pelo potencial translacional do alvo molecular, quanto pela adequagao do modelo murino
para avaliar efeitos regenerativos e funcionais no tecido muscular. Este tipo de estudo pode
representar um passo importante na busca por terapias mais eficazes, acessiveis e baseadas

em mecanismos regenerativos naturais.

4. HIPOTESE
A administracio da proteina recombinante RGMa em camundongos mdx
promovera hipertrofia muscular, atenuard a degeneracdo tecidual e melhorard a fungao
muscular, sem induzir efeitos adversos como aumento de inflamagdo ou fibrose,
configurando-se como um potencial estratégia terapéutica complementar no contexto da

distrofia muscular de Duchenne.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais



Para a realizacdo do presente trabalho foram utilizados camundongos
C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J (mdx) e C57BL/10ScSnJ (wild-type), machos, com 3, 5 e 7
semanas de idade (5 por grupo), totalizando 30 animais.

Nimero de

Camundongo 3 semanas 5 semanas 7 semanas
s/ idade

C57BL/10ScS
nJ(wild-type)

C57BL/10ScS
n-Dmdmdx/J 5 5 5
(mdx)

Os animais foram obtidos no Nucleo de Criagdo de Animais de Laboratorio
(NUCAL), da UFSJ. Durante todo o experimento, 0os animais permaneceram no Biotério
Setorial do Laboratério de Pesquisa em Reprodu¢do, do Departamento de Ciéncias
Naturais da UFSJ, Campus Dom Bosco. Estes permaneceram em gaiolas contendo até 4
animais cada, e receberam agua e ragao (NUVILAB CR-1 irradiada, 100110007, Curitiba
-PR) ad libitum e foram mantidos ao controle artificial de luminosidade (12 horas de luz/12
horas de escuro), com temperatura controlada entre 22 a 24°C. Todos os procedimentos
realizados foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSJ sob o N°

6643200224.

5.2 Eutanasia dos animais e obtencao dos musculos

Camundongos mdx e wild-type com 3, 5 e 7 semanas de vida foram submetidos a
eutandsia utilizando Cetamina (153mg/kg) e Xilasina (6mg/kg) por via intraperitonial. Em
seguida foram posicionados em dectbito dorsal para assepsia da pele e foi realizada uma
incisdo transversal na regido do abdémen superior para exposicao e dissec¢ao do musculo
diafragma. Apos retirada, o musculo diafragma foi cortado longitudinalmente em 2
pedagos, e cada um destinado a um experimento, PCRq ¢ morfometria. Também foram
realizadas incisdes cirlirgicas na pata traseira direita, onde foram dissecados os musculos

extensores longo dos dedos (EDL), tibial anterior (TA) e Gastrocnémio. Estes foram



destinados a PCRq. Os musculos destinados para PCRq foram incubados em RNA Keeper
(Nova Biotecnologia, 14000201, Cotia-SP) e armazenados, seguindo as instru¢des do
fabricante. Os mesmos musculos foram dissecados da pata esquerda e destinados a inclusado

em parafina e confec¢ao de laminas histoldgicas.

5.3 Processamento histolégico

Os musculos destinados a histologia foram dissecados e fixados em
Paraformaldeido (PFA) 4% tamponado, pH 7.4, por 24 h, a 4°C e em seguida colocadas
em alcool 70% nesta mesma temperatura até que fossem processados. Apds fixagdo,
tecidos foram desidratados através de uma série crescente de banhos em alcool etilico, nas
concentracdes de 80% e 90%, durante 30 min; seguidos por outros 3 banhos de 40 min em
alcool 100%. Em seguida os tecidos foram submetidos a diafanizagdo em trés banhos de
xilol, por 20 min cada ou até que estivessem totalmente clarificados e imergidos em solugdo
de xilol/parafina (2:1), por 40 min, e xilol/parafina (1:1), durante 40 min. Posteriormente,
os tecidos foram submetidos a trés banhos de parafina, por 30 min cada. Por fim, as
amostras foram incluidas para permitir cortes de Sum de espessura, realizados em
microtomo (Lupetec, MRP 2015). Os cortes de cada um dos muisculos foram corados com
H&E (Hematoxilina & FEosina, Exodo Cientifica, Sumaré-SP) e fotografados em
microscopio de luz Olympus CX23 acoplado ao sistema de captura Olympus EP50. Foram

obtidas 10 fotos por corte.

5.4 Morfometria
Das imagens obtidas foram quantitativamente avaliados:

(1) aposi¢ao do nucleo nas miofibras, uma vez que nucleos subsarcolemais (Figura

3A) indicam fibras maduras e nticleos centrais (Figura 3B), fibras em regeneragao;

(i1) a existéncia de morte celular (Figura 3C, circulos), caracterizada pela presencga
de splitting (Figura 3C), que consiste em uma ruptura da fibra muscular devido a um

erro durante o processo de hipertrofia.



Figura 3: Padrdo de miofibras encontradas nos cortes histologicos e quantificadas neste

trabalho. Em (A), podemos observar miofibras maduras, nas quais o miontcleos se
encontram em posi¢cdo subsarcolermal. Em (B), as setas indicam a presenca de nucleos
centrais nas miofibras, indicativo de fibras em regeneragdo. Em (C), a ponta de seta
demonstra um splitting (rompimento) na miofibras e os circulos indicam fibras musculares

em morte celular.

O diametro médio das miofibras dos musculos gastrocnémio, tibial anterior (TA),
diafragma e extensor longo dos dedos (EDL) dos animais mdx e wild-type com 3, 5 e 7
semanas de vida também foram obtidos através da medida do maior e do menor didmetro,

como ilustrado na Figura 4, de 20 fibras escolhidas aleatoriamente em cada lamina
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Figura 4: Processo de medida do menor (d) e maior (D) diametro para obtencdo do

diametro médio das miofibras.



Posteriormente foram utilizadas ldminas dos animais mdx para encontrar a média
do didmetro das fibras em regeneragdo. Para isso, foram realizadas medidas do didmetro
maior ¢ menor de 10 fibras aleatérias, em que o nuicleo se localizava centralmente. E
novamente as médias desses valores foram obtidas. Baseando no comportamento desses
dados, foram identificados dois perfis de miofibras com nucleo central: (i) fibras
musculares com didmetro médio <25 pm e (i1) com diametro médio > 25 pm. Esses valores
foram utilizados posteriormente para fins comparativos sobre o comportamento das fibras

dos animais mdx e wild-type e ao longo das idades.

5.5 Avaliacao da distribuicio de miofibras imunofluorescentes para RGMa em
camundongos C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J (mdx) e C57BL/10ScSnJ (wild-type)

A imunolocalizagao de RGMa foi determinada em cortes de TA e Gastrocnémio de
animais mdx e controle (wild-type), aos 3, 5 e 7 semanas de vida, pelo método de
imunofluorescéncia.

Para isso, as laminas com os cortes histologicos de ambos os animais foram
desparafinizadas em dois banhos de 60 e 15 min, respectivamente, em xilol a temperatura
ambiente (TA). Ap6s desparafinizagao, os cortes foram hidratados em uma série de banhos
com concentragdo decrescente (100% I, 100% II, 95% e 80%) de etanol, por 5 min cada,
seguidos por cinco banhos rapidos em agua deionizada. Em seguida, os cortes foram
submetidos a recuperacdo antigénica, com tampao de citrato (Tri-Citrato de sodio, di-
hidratado) a aproximadamente 100°C por Sminutos. Apds esfriarem, os cortes foram
lavados trés vezes com 1% Tween20 por 5 min e lavados novamente com PBS por 5 min.
Os cortes foram entdo incubados com solugdo de bloqueio de 2,5% soro de cavalo por 30
min e posteriormente overnight com o anticorpo primario anti-RGMa (Thermo Fisher
Scientific, PA5-114230, Waltham, MA, EUA), diluido 1:100 em solucao de diluicao (soro
de cavalo a 10% em PBS) e mantidos a 4°C. Um corte histologico em cada ladmina foi
incubado apenas com a solugao de dilui¢ao do anticorpo, a fim de ser usado como controle
negativo. No dia seguinte, o anticorpo primario foi retirado e os cortes foram lavados trés
vezes com PBS, por 5 min cada, seguido da adi¢do do anticorpo secundario (488-GOAT
anti-Rabbit) diluido em solu¢do de dilui¢ao 1:1000. Apos incubacdo por 1 h em camara

escura, as laminas foram lavadas com PBS, por 5 min. Em seguida, os cortes foram



incubados por 5 min com DAPI, diluido em PBS 1:1000. Por fim, a solu¢do de Dapi foi
descartada, as laminas foram secadas cuidadosamente e montadas utilizando fluoromount-
G (Thermo Fisher Scientific, 00-4958-02, Waltham, MA, EUA). As imagens de
fluorescéncia dos cortes histologicos foram obtidas através do microscopio ZEISS

Axiovert 5 (Carl Zeiss Suzhou, Sozhou, China).

5.6 Analise quantitativa das fibras marcadas
Das imagens obtidas, foram avaliadas:
(1) o local de expressao de RGMa;

(i1) o percentual de miofibras RGMa positivas e negativos;

(iii) e o padrao de expressdao de RGMa ao longo do tempo (por idade).

Figura 5: Aspectos observados na andlise qualitativa e quantitativa apos imuno
fluorescéncia para RGMa. Em (A), as pontas de seta indicam RGMa presente no
sarcoplasma, as setas vermelhas demonstram RGMa envolvendo as miofibras no
sarcolema e as setas brancas apontam a auséncia de RGMa no sarcolema. Em (B), as setas
vermelhas apontam nticleos centrais € em branco os nucleos subsarcolermais. A ponta de

seta indica mais de um nucleo central.

5.7 Analise da expressao génica por PCRq
Para avaliar a expressao génica de RGMa foi realizado PCRq, utilizando o método
de fluorescéncia com sondas intercalantes SYBR Green (BioRad). A extracdo do RNA

total foi realizada a partir do musculo TA do membro posterior direito dos animais wild-



type e mdx, utilizando o Tri-Reagent, seguindo as instru¢des do fabricante (Sigma-
Aldrich). A concentragdo e pureza do RNA foi avaliada por espectrofotometria
(NanoDrop™, Termo Scientific), sendo aceitos apenas os RNAs com relagao A260/A280
entre 1,8 e 2,1. A transcri¢ao reversa foi conduzida com 1mg de RNA total, utilizando o
kit de sintese de cDNA (Thermo Fisher Scientific), conforme recomendado pelo fabricante.
As reagdes de PCRq foram realizadas em triplicata, em um volume final de 10uL,
contendo: 1pL de cDNA diluido em 1:10, SpL. de mix SYBR Green, 0,4uM de cada primer
e 3,20uL de agua livre de nucleases. As reagdes foram conduzidas no equipamento
QIAquant 96 2plex, (Qiagen).

As amostras foram processadas em triplicata usando as seguintes condic¢des de ciclo
térmico: 95°C por 30 segundos, seguido por 45 ciclos de uma reagdo de trés etapas,
desnaturacao a 95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 15 segundos e extensdo a
72°C por 20 segundos. Ao final, foi realizada uma curva de dissociacdo para verificacao
da especificidade dos produtos amplificados a 72°C por 1,30 min, seguido de um
aquecimento até 95° por 5 segundos.

A expressao génica relativa foi calculada usando o método de analise “AACq”. Os
valores de Cq do gene alvo (RGMa) e do gene de referéncia (GAPDH) foram obtidos para
todas as amostras. Inicialmente, foi calculado o ACq de cada amostra, subtraindo-se o Cq
do gene de referéncia do Cq do gene alvo. Em seguida, o AACq foi determinado subtraindo-
se a média dos ACq do grupo controle do ACq de cada amostra experimental. A expressao

relativa foi calculada pela formula 2 44¢4

, permitindo estimar as mudangas na expressao
génica entre os grupos experimental e controle. O gene de referéncia utilizado foi

previamente validado por sua estabilidade entre as condi¢des analisadas.

5.8 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos a teste de normalidade utilizando os testes
de D’Agostino & Pearson e Shapiro-Wilk. Para anélises entre animais Wild-type e mdx foi
realizado o teste t de Student (peso muscular, fendtipo das miofibras, didmetro médio,
quantificacdo de RGMa no sarcolema e de ntcleos centrais imunolocalizados). Os dados
paramétricos, em comparagdes com 3 grupos, utilizado para avaliagdo entre 3, 5 e 7

semanas, (fenotipo das miofibras, didmetro médio, quantificacio de RGMa no sarcolema



e de nucleos centrais), foram submetidos a anélise de varidncia seguido de teste Tukey.
Para dados ndo paramétricos, esses foram avaliados pelo teste de variancia, ndo assumindo
distribui¢do normal. Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da
média. Os graficos foram obtidos utilizando o programa GraphPrisma 8.0. E os resultados
foram considerados significativos com valores para p< 0,05.

Os valores de expressao relativa dos genes foram submetidos a teste de normalidade
utilizando os testes de D’ Agostino & Pearson e Shapiro-Wilk e posteriormente foi aplicado
o teste de t de Student (paramétrico) para comparacao entre os grupos mdx e wild-type e
para comparacdo entre 3 € 5 semanas, 3 ¢ 7 semanas ¢ 5 ¢ 7 semanas de vida em cada

grupo. Considerou-se significancia estatistica para p < 0,05.



6. RESULTADOS

6.1 Peso muscular

Os musculos gastrocnémio, tibial anterior e extensor longo dos dedos foram
pesados ap0s a coleta e essa analise ndo foi feita com o musculo diafragma pois 0 mesmo
foi dividido em 3 partes e estas foram destinadas a diferentes ensaios.

Nenhuma diferenca significativa foi observada na andlise estatistica realizada na
comparacao do peso do musculo gastrocnémio de camundongos wild-type e mdx, com 3,
5 e 7 semanas (Fig. 6A). Da mesma forma, nenhuma diferenca significativa foi identificada
na comparagdo do peso do musculo tibial anterior de camundongos wild-type e mdx, nas

mesmas idades (Fig. 6B) ou no EDL, também nas mesmas idades (Fig. 6C).
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Figura 6: Analise do peso (em mg) dos musculos analisados nos animais B10 (wild-type)
e mdx. Os musculos gastrocnémio (A), tibial anterior (B) e EDL (C) com 3, 5 e 7 semanas
ndo expressaram diferencas significativas na comparagdo entre os animais. Valores

expressos como média = SEM, teste t ndo-pareado, considerando *p<0,05.

6.2 Percentual de fenotipos de fibras musculares camundongos CS7BL/10ScSn-

Dmdmdx/J (mdx) e C57BL/10ScSnJ (wild-type)

No musculo gastrocnémio (Fig. 7), foi possivel observar uma diminuig¢do
significativa no nimero de fibras com nucleos subsarcolermais em animais mdx na 3* (Fig.
7A), 5* (Fig. 7E) e na 7* semana (Fig. 7I), todos comparados ao grupo wild-type. Um

resultado oposto foi observado com relagdo ao numero de fibras com nucleos centrais: os



animais mdx apresentaram um maior nimero de nucleos centrais na 3* (Fig. 7B), 5* (Fig.
7F) e 7* (Fig. 7)) semanas, comparado a musculatura dos animais controle. Além disso,
observamos um maior numero de fibras em morte celular nos animais mdx na 3* (Fig. 7C),
5* (Fig. 7G) e 7* (Fig. 7K) semanas, comparado ao controle; assim como um maior nimero
de fibras em splitting nos animais mdx na 3? (Fig. 7D), 5% (Fig. 7H) e 7* (Fig. 7L) semanas,

também comparado ao controle.
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Figura 7: Analise do percentual de fibras musculares no musculo gastrocnémio de acordo
com os fendtipos: (i) a posicao do nicleo (subsarcolemal ou central), (ii) a existéncia de
morte celular e (iii) de splitting nos animais B10 (wild-type) e mdx. Em A, E e I
camundongos wild-type com 3, 5 e 7 semanas apresentaram maior percentual de miofibras
com nucleo subsarcolermal comparado a camundongos mdx. Os camundongos mdx com
3, 5 e 7 semanas de vida apresentaram maior percentual de nucleos centrais (B, F e J),
morte celular (C, G e K) e splitting (D, H e L). Valores expressos como média + SEM,

teste t ndo-pareado, considerando *p<0,05.



Resultados similares foram obtidos na analise do musculo Tibial Anterior (Fig. 8).
Ja no musculo EDL (Fig. 9), ndo foi possivel observar diferencas significativas entre os
animais controle e mdx para o nimero de ntcleos subsarcolermais (Fig. 9A) e centrais (Fig.
9B) na 3" semana de vida dos animais. Os outros dados foram similares ao observado para

o musculo gastrocnémio, assim como a analise realizada no diafragma (Fig. 10).
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Figura 8: Analise do percentual de fibras musculares no musculo tibial anterior de acordo
com os fendtipos: (i) a posi¢cao do nicleo (subsarcolemal ou central), (ii) a existéncia de
morte celular e (iii) de splitting nos animais B10 (wild-type) e mdx. Em A, E e I
camundongos wild-type com 3, 5 e 7 semanas apresentaram maior percentual de miofibras
com nucleo subsarcolermal comparado a camundongos mdx. Os camundongos mdx com
3, 5 e 7 semanas de vida apresentaram maior percentual de nticleos centrais (B, F e J),
morte celular (C, G e K) e splitting (D, H e L). Valores expressos como média + SEM,

teste t nao-pareado, considerando *p<0,05.
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Figura 9: Analise do percentual de fibras musculares no musculo EDL de acordo com os
fenotipos: (i) a posi¢do do nticleo (subsarcolemal ou central), (ii) a existéncia de morte
celular e (iii) de splitting nos animais B10 (wild-type) e mdx. Em E e I camundongos wild-
type com 5 e 7 semanas apresentaram maior percentual de miofibras com nucleo
subsarcolermal comparado a camundongos mdx. Os camundongos mdx apresentaram
maior percentual de nucleos centrais com 5 e 7 semanas de vida (F e J). O percentual de
morte celular (C, G e K) e splitting (D, H e L) também foi maior no camundongo mdx em
3, 5 e 7 semanas. Nao houveram diferengas significativas em 3 semanas de vida para o
percentual de nucleos subsarcolermais (A) e centrais (B). Valores expressos como média

+ SEM, teste t ndo-pareado, considerando *p<0,05.
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Figura 10: Analise do percentual de fibras musculares no musculo diafragma de acordo
com os fendtipos: (i) a posicao do nucleo (subsarcolemal ou central), (ii) a existéncia de
morte celular e (iii) de splitting nos animais B10 (wild-type) e mdx. Em A, E e |
camundongos wild-type com 3, 5 e 7 semanas apresentaram maior percentual de miofibras
com nucleo subsarcolermal comparado a camundongos mdx. Os camundongos mdx com
3, 5 e 7 semanas de vida apresentaram maior percentual de nucleos centrais (B, F e J),
morte celular (C, G e K). O percentual de splitting foi maior nos camundongos mdx com
5 e 7 semanas de vida (H e L). Valores expressos como média + SEM, teste t ndo-pareado,

considerando *p<0,05.

6.3 Relacio idade e percentual de fendtipo de fibras em camundongos

C57BL/10Sc¢Sn-Dmdmdx/J (mdx) e C5S7BL/10ScSnJ (wild-type)

Os dados morfométricos também foram avaliados ao longo do tempo (Fig. 11). Na
analise estatistica do percentual de fibras com o fenotipo de nticleos subsarcolermais, foi
possivel observar que, apesar do percentual se manter > 95% para ambos os animais na 3*
semana, foi possivel encontrar diferengas significativas nos musculos gastrocnémio, EDL
e diafragma (Fig. 11A, E e M, respectivamente), com o grupo mdx sempre apresentando

percentagem menor (<95%). Com 5 e 7 semanas, os camundongos wild-type mantiveram



o percentual de miofibras com nucleo subsarcolermal préximo a 100% para todos os quatro
musculos avaliados. No entanto, camundongos mdx apresentam uma queda deste
percentual para ~50% com 5 semanas (Fig. 11A, E, I e M). Com 7 semanas, esse percentual
de ~50% se manteve nos musculos EDL e diafragma (Fig. 111 e M), mas caiu para proximo
dos 40% nos musculos gastrocnémio e tibial anterior (Fig 11A e E).

Além disso, o percentual de fibras com o fenétipo alterado se manteve proximo a
0% nos camundongos wild-type, mas camundongos mdx apresentaram valores
significativamente maiores. Por exemplo, na 3a semana, o percentual de fibras com nucleos
centrais e em morte celular se manteve ~1%, ndo havendo diferengas significativas apenas
no percentual de nucleos centrais no musculo EDL (Fig. 11J). Na 5a semana, o percentual
de nucleos centrais se manteve ~50% para os musculos avaliados (Fig 11B, F, J e N), com
um aumento para ~60% nos musculos gastrocnémio (Fig. 11B) e tibial anterior (Fig 11F).
O percentual de morte celular na 5* semana ndo se manteve estdvel nos animais mdx,
apresentando valores aproximados variando entre 1 e 15%, assim como na 7* semana, onde
o percentual ficou entre 1 e 8% (Fig. 11C, G, K e O). Com relagdo ao percentual de
splitting, os musculos gastrocnémio e tibial anterior de camundongos mdx com 3 semanas
apresentaram diferencas significativas em relacdo aos animais controle (Fig 11D e H).
Houve diferenga significativa também na 5 semana, nos quatro musculos, onde
camundongos mdx apresentaram cerca de 0,5 a 1% de splitting. Com 7 semanas, o
percentual de splitting manteve sua diferenca significativa no mdx, chegando a cerca de
2,5% nos musculos gastrocnémio e diafragma (Fig. 11D e P).

Quando foi comparado a evolucdo dos fenotipos das fibras musculares com o
avanco da idade de 3 a 7 semanas, entre os camundongos mdx e wild-type, foi encontrado
uma reducdo do percentual de fibras com nuacleo subsarcolermal na 5 semana nos
camundongos mdx em todos os quatro musculos (Fig. 11A, E, I e M). Além disso, nessa
mesma idade ha um aumento no percentual de fibras em processo de morte celular (Fig.
11C, G, K e O), com tendéncia a redugdo na 7* semana. Concomitantemente observou-se
que o nimero de fibras musculares com o ntcleo localizado centralmente (Fig. 11B, F, J e
N) também apresentou um aumento importante a partir da 5* semana e manteve-se elevado
na 7* semana, confirmando a ocorréncia de regeneragdo tecidual por parte das fibras

musculares.
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Figura 11: Avaliagdo do comportamento dos fenotipos (i) a posi¢do do nucleo
(subsarcolermal ou central), (ii) a existéncia de morte celular e (iii) de splittingem 3,5 e 7
semanas de vida nos animais B10 (wild-type) ¢ mdx. Em (A-D) percentual de nucleos
subsarcolermais, centrais, morte celular e splitting no musculo gastrocnémio. Em (E-H)
percentual de nucleos subsarcolermais, centrais, morte celular e splitting no musculo tibial
anterior. Em (I-L) percentual de nticleos subsarcolermais, centrais, morte celular e splitting
no musculo extensor longo dos dedos. E em (M-P) percentual de nticleos subsarcolermais,
centrais, morte celular e splitting no musculo diafragma. Valores expressos como média
+ SEM, teste ANOVA para analise de varidncia entre os grupos de cada tempo

experimental, seguido por pos-teste Tukey.

6.4 Diametro médio das miofibras em camundongos C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J
(mdx) e C57BL/10ScSnJ (wild-type)



Também foram avaliados os valores de didmetro médio das fibras musculares dos
animais mdx e controle ao longo do tempo. No musculo gastrocnémio, foi possivel
observar que com 3 semanas, os animais mdx apresentam fibras musculares com didmetro
médio maior do que o observado para os animais wild-type (Fig. 12A). Na 5 semana, no
entanto, o diametro das fibras musculares dos animais wild-fype se tornam maiores do que
as dos animais mdx. J& no Tibial Anterior (Fig. 12B) a média do didmetro das fibras foi
maior nos animais mdx. No musculo EDL, a média do didmetro das fibras foi menor nos
animais mdx na 3* e 5* semanas, diferenga que desapareceu na 7* semana (Fig. 12C). Por
fim, a média do didmetro das fibras no diafragma de animais mdx foi sempre menor em

relacdo ao controle, em todas as idades (Fig. 12D).
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Figura 12: Valores médios de diametro de miofibras nos musculos gastrocnémio (A), tibial
anterior (B), EDL (C) e diafragma (D) de animais wild-type e mdx. Em (A) o diametro das
miofibras em 3 semanas ¢ maior nos animais mdx, com reduc¢do na 5* semana. Retornando
a didmetros maiores do que de animais wild-fype na 7* semana. Em (B) com 3 semanas
animais mdx possuem diametro menor comparado ao grupo controle, e o superando em 5

e 7 semanas. Em C e D o diametro de miofibras dos animais mdx ndo supera o didmetro



de animais wild-type. Valores expressos como média = SEM, teste t nao-pareado,

considerando *p<0,05.

6.5 Percentual e comportamento ao longo do tempo de miofibras com didmetro
médio maior e menor que 25um em camundongos C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J

(mdx) e C57BL/10ScSnJ (wild-type)

Somente o musculo gastrocnémio apresentou diferencga significativa comparando
os camundongos wild-type e mdx na 5* semana de vida, onde o percentual de miofibras
com didmetro <25um foi maior nos animais mdx e consequentemente esses animais
também obtiveram menor percentual de fibras com didmetro >25um (Fig.13A).

A andlise ao longo do tempo revelou que houve diferenca significativa apenas no

camundongo wild-type, entre a 3* e a 5* semanas e entre a 3* e a 7° semanas (Fig. 13C).
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Figura 13: Percentual de fibras musculares com didmetro médio < 25um e > 25um em
camundongos wild-type e mdx com 3, 5 e 7 semanas no musculo gastrocnémio (A). O
percentual de miofibras com didmetro <25um foi maior nos animais mdx na da 5* semana

(B). Em (C), andlise de variancia ao longo das idades para didmetros maiores que 25um.

Algo semelhante foi observado com o percentual do didmetro das fibras do musculo
tibial anterior (Fig 14A), que foi significativamente diferente no camundongo mdx entre a

3a e 5a semanas, quando foi possivel observar um aumento no grupo miofibras com



diametro >25um (Fig. 14C). No musculo EDL, para ambos os camundongos, houve um

aumento significativo de fibras com didmetro > 25um na 7* semana, quando comparado

com a 3* semana (Fig 15A-C). No diafragma, ndo houve diferenga no didmetro das

miofibras entre os animais mdx e wild-type em nenhuma das 3 idades avaliadas, tanto para

diametros < 25um quanto para > 25um. (Fig. 16A-C)
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Figura 14: Percentual de fibras musculares com didmetro médio < 25um e > 25um em
camundongos wild-type € mdx com 3, 5 e 7 semanas no musculo tibial anterior (A). Em

(B), analise de variancia ao longo das idades para didmetros menores que 25um. Em (C),

analise de variancia ao longo das idades para didmetros maiores que 25um.
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Figura 15: Percentual de fibras musculares com didmetro médio < 25um e > 25um em
camundongos wild-type e mdx com 3, 5 e 7 semanas no musculo EDL (A). Em (B), analise
de variancia ao longo das idades para didmetros menores que 25um. Em (C), andlise de

variancia ao longo das idades para didmetros maiores que 25um.
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Figura 16: Percentual de fibras musculares com didmetro médio < 25um e > 25um em
camundongos wild-type e mdx com 3, 5 e 7 semanas no musculo diafragma (A). Em (B),
analise de variancia ao longo das idades para didmetros menores que 25um. Em (C), analise

de variancia ao longo das idades para didmetros maiores que 25um.

6.6 Analise do padrao de expressio de RGMa na musculatura esquelética de

animais C57BL/10Sc¢Sn-Dmdmdx/J (mdx) e C5S7BL/10Sc¢SnJ (wild-type)

Apoés caracterizar a morfologia da musculatura esquelética dos animais mdx
comparadas a musculatura dos animais controle, o segundo passo deste trabalho foi a
caracteriza¢ao do padrdao de expressdao de RGMa. O padrao de expressdo da proteina foi
obtido por imunofluorescéncia nos musculos tibial anterior (TA) e gastrocnémio. Como o
padrao de expressao foi similar nos dois musculos, optamos por apresentar apenas o0s

resultados do musculo TA.

6.6.1 Padrao de expressio de RGMa no musculo TA de camundongos

C57BL/10ScSn] (wild-type) e mdx com 3 semanas de vida.



Na musculatura do TA dos animais controle com 3 semanas, RGMa foi localizada no
sarcolema entre algumas fibras musculares e no sarcoplasma também de algumas fibras
musculares (Fig. 17B e C). Nos animais mdx, o padrao de expressao de RGMa nas fibras

musculares foi similar (Fig.17E e F).

.
. .
Figura 17: Padrao de expressdo de RGMa no musculo TA de camundongos controle (A-

C) e mdx (D-F). Nucleo corado por Dapi. Em (E), pode-se localizar o RGMa. E em (F)

imagem sobreposta com a colocalizagdo de Dapi e RGMa. Na imagem ¢ possivel observar

a presenca de de RGMa no sarcolema e no sarcoplasma das miofibras (E-F).

6.6.2 Padrao de expressio de RGMa no musculo TA de camundongos

C57BL/10ScSn] (wild-type) e mdx com 5 semanas de vida.

Com 5 semanas, o padrao de expressao de RGMa no musculo TA do animal controle
permaneceu expresso em alguns pontos do sarcolema e como pontos no sarcoplasma de
algumas fibras (Fig. 18B e C), em um padrao similar ao observado nos mesmos animais na
3* semana. Nos animais mdx, no entanto, além do padrdo ja descrito, foi possivel observar
a expressao de RGMa em pontos centrais do sarcoplasma, que nao correspondem aos

nucleos das células (Fig. 18E e F, cabecas de setas).



Figura 18: Padrao de expressdao de RGMa no musculo TA de camundongos controle (A-
C) e mdx (D-F). Nucleo corado por Dapi. Em (E), pode-se localizar o RGMa. E em (F)

imagem sobreposta com a colocalizagdo de Dapi e RGMa. Na imagem ¢ possivel observar

a presenca de de RGMa no sarcolema e no sarcoplasma das miofibras (E-F).

6.6.3 Padrao de expressio de RGMa no musculo TA de camundongos

C57BL/10ScSn] (wild-type) e mdx com 7 semanas de vida.

Com 7 semanas, o padrao de expressao de RGMa no musculo TA do animal controle
permaneceu expresso em alguns pontos do sarcolema e como pontos no sarcoplasma de
algumas fibras (Fig. 19B e C), em um padrao similar ao observado nos mesmos animais na
3* e 5" semanas. Nos animais mdx, além do padrdo ja descrito, o padrao de expressao
sugeriu que RGMa ¢ expresso em um maior nimero de células. Além disso, ainda foi
possivel observar a expressao de RGMa em alguns pontos centrais do sarcoplasma nao
correspondentes aos ntcleos (Fig. 19E e F, cabecas de setas), assim como observado na 5*

s€émana.



Figura 19: Padrao de expressdao de RGMa no musculo TA de camundongos controle (A-
C) e mdx (D-F). Nucleo corado por Dapi. Em (E), pode-se localizar o RGMa. E em (F)

imagem sobreposta com a colocalizagdo de Dapi e RGMa. Na imagem ¢ possivel observar

a presenca de de RGMa no sarcolema e no sarcoplasma das miofibras (E-F).

6.7 Percentual de miofibras RGMa-positivas no sarcolema em camundongos
C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J (mdx) e C57BL/10SeSnd (wild-type) ao longo do

tempo.

Apbs a obtencdo do padrio de expressio de RGMa nos musculos TA e
gastrocnémio de animais mdx e wild-type com 3, 5 e 7 semanas, foi realizada uma analise
quantitativa para obter a percentagem de miofibras RGMa-positivas em cada um desses
dois musculos (Fig. 20).

A analise realizada no gastrocnémio revelou que a maioria das fibras musculares
foram RGMa-positivas (Fig. 20A) e que ndo houve diferencas entre a percentagem de
fibras RGMa-positivas entre os animais wild-type e mdx ao longo do tempo (Fig. 20B e

Q).
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Figura 20: Percentual de miofibras RGMa-positivas no musculo gastrocnémio de animais
mdx e wild-type, com 3, 5 e 7 semanas. Para ambos os animais, o percentual de fibras
RGMa-positivas foi sempre maior (A). Nao houve diferencas significativas entre miofibras
RGMa-positivas entre animais wild-type e mdx ao longo do tempo (B). Comportamento

do percentual de miofibras RGMa-positivas ao longo das idades avaliadas (C).

A maioria das miofibras do musculo TA também foram identificadas como RGMa-
positivas (Fig. 21A). Curiosamente, foi possivel observar que a percentagem de fibras
RGMa-positivas aumentou da 3* para a 5* semana, mantendo-se no mesmo valor na 7%
semana, apenas nos animais wild-type, o que nao foi observado nos animais mdx, com a

percentagem de fibras RGMa-positivas ndo alterando ao longo do tempo (Fig. 21B e C).
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Figura 21: Percentual de miofibras RGMa-positivas no misculo TA de animais mdx e
wild-type, com 3, 5 e 7 semanas. Para ambos os animais, o percentual de fibras RGMa-
positivas foi sempre maior (A). Além disso, a percentagem de miofibras RGMa-positivas
aumentou significativamente da 3* para 5% semana, nos animais wild-type, o que nao foi
observado nos animais mdx (B). Variancia do percentual de miofibras RGMa-positivas ao

longo das semanas avaliadas (C).

6.8 Percentual de miofibras com RGMa, Dapi e duplo positivas no miontcleos
central em camundongos CS57BL/10ScSn-Dmdmdx/J (mdx) e
C57BL/10ScSnJ (wild-type) por imunofluorescéncia e seu comportamento ao

longo do tempo.

Durante a analise do padrao de expressao de RGMa na musculatura desses animais,
foi possivel observar a presenca de pontos centrais no sarcoplasma das miofibras, que se
encontravam marcados apenas para RGMa (RGMa+), apenas para Dapi (Dapit), ou
marcados para ambos (RGMa+ Dapi+). Esses dados foram quantificados em ambos os
musculos avaliados neste trabalho.

No gastrocnémio (Fig. 22A), os dados revelaram que o percentual de pontos
centrais positivos apenas para Dapi (mionucleos das fibras) foi maior no camundongo mdx
na 3a e 7* semana de vida, comparado ao animal wild-type, ndo havendo diferenga na 5*

semana (Fig. 22A).



O percentual de miofibras cujos pontos centrais eram RGMa+ foram observados na
3% semana em ambos os animais, mas sem diferenga estatistica entre cles. Na 5* semana,
no entanto, a percentagem de fibras RGMa+ no musculo do animal wild-type foi muito
pequena, diferente do que ocorreu no animal mdx, que apresentou um aumento
significativo em relacdo ao wild-type e também a percentagem observada na 3* semana
(Fig. 22A). Da mesma forma, ndao houve diferenca na percentagem de fibras duplo
marcadas (Dapi+ RGMa+) entre os animais na 3* semana. Na 5* semana, enquanto a
percentagem de Dapi+ RGMa+ nos animais wild-type foi praticamente nula, nos animais
mdx houve um aumento significativo, tanto em relagdo ao animal controle quanto em

relacdo ao observado na 3* semana (Fig. 22A).
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Figura 22: Andlise do percentual de miofibras com pontos centrais no sarcoplasma
marcados RGMa-+, Dapi+ ou RGMa+ Dapi+, no musculo gastrocnémio (A) e TA (B) de

camundongos mdx e wild-type, com 3, 5 e 7 semanas.

Jano TA (Fig. 22B), diferencas significativas foram observadas entre os animais
mdx e controle para o percentual de miofibras com pontos centrais marcados
exclusivamente com Dapi (Dapi+) apenas na 5* e 7* semana de vida. O percentual de
miofibras com ntcleos centrais RGMa+ foi menor nos animais mdx com 3 € 5 semanas,

comparado ao controle, mas aumentou significativamente nos animais com 7 semanas.



Assim como observado no gastrocnémio, o percentual de miofibras com pontos
RGMa-+Dapi+ foi maior nos TA dos animais mdx com 5 e 7 semanas.

A analise realizada ao longo do tempo revelou que no musculo gastrocnémio (Fig.
23A-C), os animais mdx apresentaram significativamente mais pontos centrais marcados
com Dapi+ em relacdo aos animais controle (Fig. 23A). Com relagdo aos pontos centrais
RGMa+, foi possivel observar um aumento significativo no percentual desses pontos nos
animais mdx comparado ao controle na 5* semana (Fig. 23B). Por fim, o percentual de
pontos duplo marcados (Dapi+tRGMa+) foi maior nos animais mdx na 5* ¢ 7% semana,
comparado aos animais controle (Fig. 23C).

No musculo TA (Fig 23D-F), a percentagem de pontos marcados exclusivamente
com Dapi também foi maior nos animais mdx, comparado ao controle (Fig. 23D). Ja
percentual de pontos marcados exclusivamente com RGMa ao longo do tempo foi diferente
do observado no gastrocnémio. No TA, enquanto no controle a percentagem de pontos
RGMa-+ foi caindo com o tempo, nos animais mdx a queda foi menos acentuada de 3 para
5 semanas, com uma recuperacao da percentagem na 7* semana (Fig. 23E). O padrao da
variacao da percentagem de pontos Dapi+RGMa+ observada no TA (Fig. 23F) foi similar

ao observado para o gastrocnémio (Fig. 23C).
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Figura 23: Anélise da percentagem de pontos centrais no sarcoplasma das miofibras de

animais mdx e controle, marcados exclusivamente com Dapi (Dapi+, A), RGMa (RGMa+,



B) ou duplo marcados (Dapi+RGMa+, C) ao longo do tempo nos musculos gastrocnémio

(A-C) ¢ TA (D-F).

6.9 Expressao relativa do RNAm de RGMa em camundongos wild-type e mdx.
O padrao de expressao de RGMa ao longo do tempo no TA de camundongos wild-
type e mdx também foi avaliada por PCRq.
Nao foi possivel observar diferengas na expressao de RGMa no TA de animais
controle e mdx com 3 e 5 semanas (Fig. 24A e B, respectivamente). Na 7* semana, no
entanto, observou-se um aumento significativo na expressao de RGMa no TA de animais

mdx, comparado ao controle (Fig. 24C).
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Figura 24: Expressao relativa do gene RGMa no musculo TA de camundongos mdx e

WTem 3 (A), (B) e 7 (C) semanas de vida. *p<0,05.

A andlise também foi realizada ao longo do tempo, para cada animal (controle e
mdx, Fig. 25)). Por esta andlise, foi possivel observar que, nos animais wild-type, a
expressao de RGMa foi induzida progressivamente ao longo de todo o tempo (Fig. 25A-
C): foi observado diferenca significativa na expressao de RGMa entre a 3a e 5a semanas
(Fig. 25A), entre a 3a e 7a semanas (Fig. 25B) e 5a e 7a semanas de vida (Fig. 25C). Nos
animais mdx, no entanto, a expressdo de RGMa foi significativamente reprimida da 3? para

a 5* semana (Fig. 25D), seguida de sua indugdo da 3" para a 7* semana (Fig. 25E).
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Figura 25: Variagdo temporal da expressao de RGMa nos animais wild-type (A-C) e
mdx (D-F). Houve um aumento progressivo com diferencga significativa na expressao
génica de RGMa ao longo das semanas de vida dos animais wild-type, o que ndo foi

observado nos animais mdx.

7. DISCUSSAO

Este trabalho representa o primeiro passo na investigagdo do padrao de expressao
e dos possiveis papéis biologicos para a Molécula Orientadora por Repulsao a (RGMa)
durante o desenvolvimento de uma das doengas mais devastadoras do musculo esquelético
conhecida como Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). RGMa tem sido identificada em
ensaios in vitro, atuando como uma molécula capaz de induzir a hipertrofia e hiperplasia
muscular (Martins et al., 2015; Costa et al., 2021; Copola et al., 2022). Além disso,
resultados mais recentes do nosso grupo de pesquisa (ainda ndo publicados) tém revelado
um papel para esta na molécula também na sobrevivéncia, viabilidade e proliferagdao das

células satélites, as células tronco do tecido muscular esquelético. Neste momento da



pesquisa, os efeitos de RGMa observados in vitro precisam ser testados em modelos in
vivo, especialmente os que apresentam alguma deficiéncia muscular. O camundongo mdx
¢ o modelo mais usado para estudos de DMD e por isso, foi o selecionado para este

trabalho.

O primeiro passo deste trabalho foi caracterizar a musculatura do modelo mdx, que
adquirimos por doacdo da Faculdade de Medicina do ABC (Sao Paulo, SP). Nao foi
possivel observar diferengas significativas no peso dos musculos isolados dos animais mdx
e controle, ao longo do tempo. No entanto, a andlise morfométrica realizada durante a 3,
5% ¢ 7* semana de vida dos animais demonstrou que todos os musculos avaliados dos
camundongos mdx possuem uma menor percentagem de fibras nicleos subsarcolemais e
uma maior percentagem de fibras com nucleos centrais, sempre comparados aos controles.
Além disso, os animais mdx apresentaram uma maior percentagem de fibras em morte
celular e em splitting. Todos esses achados sdo classicos, associados a degeneragao da fibra
muscular pela auséncia de distrofina funcional (Pastoret; Sebille, 1995), confirmando o

modelo utilizado neste trabalho.

A andlise morfologica realizada ao longo do tempo também confirmou o que ja
havia sido descrito para os animais mdx e indicou o melhor momento para a intervengao
na musculatura esquelética desses animais para avaliar os efeitos bioldgicos de RGMa. Por
exemplo, a analise revelou que a 5* semana de vida do animal mdx ¢ a semana onde foi
possivel observar a maior percentagem de fibras musculares com nucleos centrais, em
morte celular e em splitting. Portanto, estes resultados confirmam que as 3* e 4* semanas
de vida dos animais mdx sdo criticas para a musculatura esquelética, momento em que
ocorre a degeneragdo das fibras deficientes e ativacao das células satélites, na tentativa de
recuperar o musculo degenerado (McGreevy et al., 2015; Swiderski & Linch, 2021). Estes
resultados indicam que a intervencao na musculatura esquelética dos animais mdx, para
avaliar os efeitos da injecdo da proteina recombinante de RGMa, deverd ser realizada
exatamente neste momento de maior degeneracao (3" e 4* semanas), com posterior analise
de uma possivel formagdao de um maior nimero de fibras novas e menor indice de morte

(ou maior sobrevivéncia) na 5* semana.



Um outro resultado interessante revelado na andlise ao longo do tempo foi com
relacdo ao didmetro das fibras musculares. O diafragma foi o inico musculo analisado que
apresentou um didmetro de fibra sempre menor nos animais mdx, em relagdo ao controle,
revelando ser o musculo que mais sofre com a miopatia no modelo mdx. Curiosamente, a
analise revelou que o musculo TA de animais mdx apresentou fibras com didmetro maior
na 5* e 7* semanas, comparado ao controle. Os dados aqui obtidos corroboram com os ja
descritos na literatura (Swiderski; Lynch, 2021), que indicam que o animal mdx passam
por uma forte degeneracdo muscular na 3* e 4* semanas, mas conseguem recuperar o
fenotipo e chegam a apresentar fibras musculares hipertrofiadas até a 7* semana de vida,
porém sem forca muscular. Portanto, as analises morfométricas confirmaram o fendtipo

dos animais mdx utilizados neste trabalho.

Ap6s confirmar o modelo, um segundo passo foi avaliar o padrao de expressdo de
RGMa nos musculos de camundongos mdx, comparado aos animais controle. O padrao de
expressao de RGMa na musculatura esquelética de animais saudaveis ja havia sido descrito
anteriormente, estando presente em pontos ao longo do sarcolema e também como pontos
no sarcoplasma de algumas fibras musculares (Martins et al., 2015). Este padrao de
expressao se repetiu na musculatura esquelética nos animais usados como controle neste
trabalho, ao longo das semanas analisadas, assim como na musculatura dos camundongos
mdx com 3 semanas de vida. No entanto, além do padrao de expressdo ja descrito para
RGMa, foi possivel observar marcagdes inéditas para RGMa, como pontos no centro do
sarcoplasma da célula, os quais denominamos centros RGMa+. Esses centros RGMa+
puderam ser observados no gastrocnémio de animais controle com 3 semanas de vida, mas
a sua percentagem aumentou significativamente na 5* e 7* semanas nos animais mdx. Nao
foi possivel caracterizar morfologicamente o que representam esses pontos centrais
marcados com RGMa nas fibras musculares, tampouco foi possivel encontrar alguma
sugestdo desta estrutura na literatura. A quantificagdo desses pontos revelou que eles nao
foram exclusivos do animal mdx, mas foram mais relevantes nesses animais na 5* semana
para o musculo gastrocnémio e na 7* semana para o TA. Novos experimentos precisarao
ser realizados a fim de se caracterizar a estrutura identificada, possivelmente com uma
analise ultraestrutural (de microscopia eletronica), para descartar a presenga de artefatos e

associa-lo a alguma estrutura da célula muscular.



A percentagem de fibras RGMa-positivas sempre foi maior do que a de fibras
RGMa-negativas, tanto nos animais controle quanto nos mdx, nos musculos gastrocnémio
e TA. No entanto, a andlise ao longo do tempo revelou um aumento significativo da
percentagem de fibras RGMa-positivas da 3% para a 5* semana no TA dos animais controle,
o que ndo foi observado no TA dos animais mdx. Estes resultados sugerem uma
incapacidade deste animal de gerar novas fibras RGMa-positivas ao longo da doenca, o
que precisa ser melhor investigado. De fato, o padrao de expressdo obtido por PCRq
revelou que, quando comparado ao grupo controle, a expressao de RGMa animais mdx foi
induzida apenas na 7* semana de vida; e a analise realizada ao longo do tempo revelou que,
enquanto na musculatura esquelética de animais controle a expressao de RGMa ¢ induzida
ao longo do tempo, no TA dos animais mdx observou-se que a expressao de RGMa ¢
reprimida na 5* semana, mas induzida na 7* semana, ambos comparados a 3* semana.

Juntos, estes resultados sugerem uma deficiéncia na expressao deste gene nos animais mdx.

Estudos funcionais realizados in vitro vém indicando que além de sua agdo
conhecida com orientador de crescimento neuronal, RGMa também esta relacionado a
promocao de viabilidade, proliferacdo, hiperplasia e hipertrofia muscular, devido a sua
acdo sobre mioblastos e CS (Do Carmo Costa et al., 2021; Nogueira & Alfaro, dados ainda
nao publicados). A associacdo de RGMa com a via molecular que leva a regeneragao e
formacao do tecido muscular esquelético ¢ inédita. Os resultados obtidos neste trabalho
reforcam a evidéncia que a musculatura mdx tem uma deficiéncia na producao de fibras

RGMa-positivas, sugerindo uma possivel implica¢do para a DMD.

8. CONCLUSAO

Este estudo investigou o comportamento morfoldgico, a imunolocalizagdo e a
expressao génica do RGMa na musculatura de camundongos mdx, modelo experimental
amplamente utilizado em estudos que investigam a distrofia muscular de Duchenne. Foi
possivel verificar por meio de avaliagdo histoldégica e imunofluorescéncia que estdo
presentes alteracdes morfologicas compativeis com intensa atividade regenerativa,
evidenciada por um grande numero de miofibras com nucleos centrais. Além disso,
comprovou-se a ocorréncia do processo cronico de lesdo muscular fibras em processo de

morte celular e splitting. Com relagdo a RGMa, foi possivel concluir que:



e Nao ha diferencas significativas no padrao de expressio de RGMa nas fibras
musculares de animais mdx, comparado aos animais controle wild-type.

e A andlise do padrao de expressdo de RGMa revelou um novo local de expressao
para esta proteina nas miofibras de animais controle e mdx, localizada no centro
das miofibras, ndo correspondente a nucleos centrais.

e A expressdao de RGMa no TA de animais mdx parece ser deficiente.

Diante disso, os resultados apresentados fortalecem a hipdtese de que o RGMa
possui potencial terapéutico para auxiliar na regeneracdo muscular em doengas
degenerativas como a DMD. Futuras investigagdes experimentais com manipulagdo direta
da via RGMa/Neogenina, como a aplicacdo de RGMa como proteina recombinante, serdo
fundamentais para validar seu uso como biofarmaco em estratégias de tratamento

regenerativo.
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