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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Aline Araujo da Silva

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia genética ligada ao cromossomo X
que afeta 1 a cada 3.500 meninos nascidos vivos. A doenca é caracterizada pela auséncia
funcional da distrofina, proteina essencial para a manutencéo da integridade da fibra muscular.
O paciente afetado apresenta dificuldades em deambular ja na primeira infancia e geralmente
vem a Obito por volta da 22 década de vida por insuficiéncia cardiorespiratoria. Um dos modelos
de estudo mais utilizados é o camundongo mdx/mdx, que apresenta uma mutacdo espontanea
no cromossomo X e, apesar da doenca ndo ser letal nesses animais, a sua progressao é
semelhante a doenga em humanos, principalmente no musculo diafragma. A fragilidade das
fibras musculares devido a falta da distrofina leva a sua morte, principalmente por necrose, e
resposta inflamatdria cronica. Além do quadro degenerativo apresentado, a regeneragdo de
fibras musculares tem um papel muito importante na progressao da doenca e a formacéo de
novas fibras depende da diferenciacdo de células progenitoras (mioblastos) encontrados nos
masculos esqueléticos. Nosso objetivo € avaliar se a ativacdo da via autofagica leva a
diferenciacdo de mioblastos e ndo a morte celular, baseando nossos resultados na ativacao da
molécula LC3-1, marcador tipico de autofagia. Observamos por imunohistoquimica intensa
marcacdo para LC3-1 em fibras musculares jovens e mioblastos, sendo detectado ainda em
mioblastos da linhagem C2C12, quando cultivados em meio pobre em nutrientes (estimulo
classico de indugdo autofagica), a capacidade de iniciar o processo de diferenciacdo com alta
viabilidade celular, confirmada por citometria de fluxo. A avaliacdo por Western Blotting de
células em diferenciacdo mostrou a alta expressdo de LC3-1 apos 24 e 48 h de indugdo. Além
disso, quando as células de linhagem C2C12 sdo cultivadas durante 24 h em meio de
diferenciacdo contendo os inibidores de PI3K tipo Ill, 3-MA e Wortmanina (bloqueadores de
autofagia), hd uma reducao na ativacdo de LC3-1, mas as células ainda se diferenciam. Nossos
dados mostram que o processo de diferenciacdo de mioblastos ativa pelo menos as etapas inicias
da via de autofagia, mas aparentemente ha vias alternativas independentes de PI3K tipo Il e
LC3.



ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Aline Araujo da Silva

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked myopathy that affects 1 in every 3,500
male children born alive. The disease is characterized by the absence of functional dystrophin,
an essential protein for maintaining muscle fiber integrity. The locomotion of affected patients
is reduced since early childhood and usually the death occurs around the 2nd decade of life due
to cardiorespiratory failure. One of the experimental models most commonly used is the
mdx/mdx mice, which have a spontaneous mutation on the X chromosome. Although the disease
is not lethal for these animals, the progression is similar to the human disease, especially in the
diaphragm. The weakness of muscle fibers due to the lack of dystrophin leads to its cell death,
mainly by necrosis, presenting chronic inflammatory response. In addition to degeneration, the
regeneration of muscle fibers has a very important role in the progression of the disease and
formation of new fibers relies on the differentiation of progenitor cells (myoblasts) found in
skeletal muscles. Our goal is to evaluate whether the activation of autophagy leads to
differentiation of myoblasts and not to cell death. basing our results on the activation of LC3-1,
a well-known marker of autophagy. In immunohistochemistry assays, it was detected an intense
LC3-1 labelling in young muscle fibers and myoblasts. The incubation of C2C12 myoblast
lineage in nutrient-poor medium (stimulus classic autophagic induction), trigger the process of
differentiation, while high cellular viability was confirmed by flow cytometry. The evaluation
blottingof cell differentiation by Western Blotting showed high expression of LC3-1 after 24
and 48 hours of induction. Furthermore, when the cell line C2C12 is maintained for 24 hours
in medium containing the PI3K Il inhibitors 3-MA or wortmannin (autophagy blockers), a
reduction in the activation of LC3-I is observed, however the cells still differentiate. Our data
show that the process of differentiation of myoblasts activates at least the initial steps of

autophagy, suggesting the existence of alternative PI3K Il and LC3 independent pathways .
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1- INTRODUCAO

1.1- Caracteristicas gerais

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia genética recessiva ligada ao
cromossomo X que afeta um a cada 3.500 meninos nascidos vivos (van Putten e cols., 2012).
Mutac¢des no locus Xp21 do cromossomo X resultam na producdo truncada da distrofina ou na
sua auséncia. A distrofina é uma proteina essencial no complexo glicoproteico (DGC) que liga
a matriz extracelular ao citoesqueleto da fibra muscular. Acredita-se que a associacdo do
complexo estrutural composto por componentes de matriz extracelular/complexo
DGCl/distrofina/citoesqueleto participe da manutencdo da integridade da membrana da célula
muscular esquelética e cardiaca. Os pacientes afetados pela DMD apresentam dificuldade em
deambular ja na primeira infancia e o curso inexoravel da doenca progride até que ocorra 0
Obito geralmente na segunda década de vida por insuficiéncia cardiorrespiratdria. A reducdo na
capacidade respiratoria ocorre principalmente devido ao continuo processo degenerativo do
musculo diafragma (Manzur & Muntoni, 2009), mas também pelo enfraquecimento da

musculatura de sustentacdo, que leva a acentuada escoliose.

Por ser uma doenca genética, ndo existe ainda terapia curativa até o momento. O
tratamento dos pacientes distroficos € paliativo, baseado no uso de glicocorticoides (da Silva e
cols., 2012), cirurgias ortopédicas e fisioterapia (Takaso e cols., 2010) na tentativa de prolongar

e melhorar a qualidade de vida do doente.

1.2- Musculo Esquelético

A principal fungéo do tecido muscular esquelético é gerar forga e induzir movimento
voluntéario. Este tecido € composto por diversos tipos celulares e a miofibra esquelética é
responsavel por essa caracteristica motora. As miofibras sdo células multinucleadas (Fig.
1.1A) formadas a partir da fusdo de precursores de mioblastos apds lesGes e durante o

desenvolvimento embrionario. Estas células se ligam a lamina basal da matriz extracelular e
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as proteinas do citoesqueleto como actina/miosina e filamentos intermediarios através do
complexo proteico (DGC), presente no sarcolema. Além de ser responsavel pela manutencéo
da integridade da membrana, este complexo atua na transducao de sinais do ambiente e
auxilia na organizacao das estriacGes das miofibras. Estas miofibras sdo formadas por
miofibrilas que por sua vez sdo constituidas por inimeros sarcomeros, unidade basica da fibra
muscular. O sarcémero é constituido principalmente por filamentos de actina e miosina, além
de outras proteinas como a desmina, troponina e tropomiosina (Rassier & Pavlov, 2012). Um
sarcomero é delimitado por duas linhas Z, estando uma centralizada entre duas semibandas I,
enquanto que a banda A esta localizada entre duas bandas I (Fig 1.1B).

Um componente essencial para a contracdo uniforme das fibras musculares é o sistema
de tdbulos transversais (sistema de tabulos T), o qual é caracterizado por uma rede de
invaginacgdes tubulares do sarcolema. As juncdes das bandas A e | de cada sarcdmero sdo
envolvidas por ramos da rede formada por este sistema. Em cada lado do tdbulo T existe uma
expansao do reticulo sarcoplasmatico e este complexo é conhecido como triade. Na triade, a
despolarizacdo dos tibulos T é transmitida ao reticulo sarcoplasmatico para liberagdo de Ca*™
e contragdo muscular (Stephenson, 2006) (Fig 1.1C).

As principais estruturas do masculo esquelético s&o envolvidas por diferentes camadas
de tecido conjuntivo. O epimisio que recobre o masculo em toda sua extensdo, o perimisio
envolve cada fasciculo que é formado pela unido de feixes de fibras musculares e 0 endomisio
que recobre individualmente cada fibra muscular (Purslow, 2010). Essa disposi¢éo do tecido
conjuntivo mantém as fibras musculares juntas e permite certa liberdade de movimento entre
elas. Esses revestimentos se prolongam do musculo até os tenddes que séo ricos em colageno,
cuja funcéo é fixar o masculo ao osso (Fig. 1.2). O tecido conjuntivo também esta presente

revestindo 0s vasos e nervos que irrigam e inervam os masculos.
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Linha Z Faixa A Faixa |

Fenda

Lamina basal Glicogénio  Sistema de Reticulo Fibras
tibulos T  sarcoplasmico  colagenas

Figura 1.1: Caracteristicas gerais do tecido muscular e da fibra esquelética. A: Caracteristicas gerais do

tecido estriado esquelético por coloragdo de hematoxilina e eosina em microscopia de luz

(http://anatpat.unicamp.br/muscnlHE2+.jpg ; acesso em: 30 de junho de 2012); B: sarcOmeros

mostrados por microscopia eletrénica de transmissao (Silva & Carvalho, 2007); C: Sistema de tlbulos

T dentro de uma fibra muscular (adaptado de Mcardle, 2003).
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(fascia profunda)

Perimisio

Endomisio
(entre as fibras)

Capilar Fasciculo

Endomisio

Sarcoplasma

Fibra muscular — __
unica

Figura 1.2: Corte transversal das estruturas do musculo esquelético e arranjo dos seus revestimentos de

tecido conjuntivo (adaptado de Mcardle, 2003).

Uma linhagem de células muito utilizada em experimentos de diferenciacdo celular é a
C2C12. Esses mioblastos séo derivados de musculo esquelético de camundongos C3H (mus
musculus). Quando mantidas em cultura até a sua confluéncia essas iniciam o processos de
diferenciacdo, mostrando grande capacidade na formagdo de miotubos multinucleados através
do alinhamento e fusdo de vérias dessas células (Jahn, 1994). Outra forma de induzir
diferenciacdo de mioblastos é a substituicdo de meio rico em nutrientes por meio pobre
(Crescenzi, 1994).

1.3- Distrofina e o complexo DGC

A integridade da fibra muscular depende da manutencdo de sua estrutura e organizacao.
O complexo proteico (DCG), responsavel por estabilizar a fibra muscular especialmente
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durante a contragdao do musculo, é parte essencial para manter as condigdes de homeostase deste
tecido. O DGC ¢ composto pelas proteinas sarcoglicanas (a, B, v, 0, €, € (), distrobrevinas (a e
B), sintrofinas (a e B), sarcospan, caveolina-3, distroglicana (o ¢ ), além da propria distrofina
e da oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) (Lapidos e cols., 2004; Moorwood e cols., 2011;
Gumerson & Michele, 2011). Com 427 kDa, a distrofina é a maior proteina que participa do
DGC (Fig. 1.3). E uma proteina que possui quatro dominios funcionais, sendo no dominio
amino terminal o ponto de ligacdo ao citoesqueleto, através do dominio amino terminal da
proteina y-actina e o dominio carboxi terminal. Neste dominio ha ainda a interagdo com outras
proteinas do DGC, como as sintrofinas ¢ a B-distroglicana. A distrofina possui ainda um
dominio central com 25 triplas hélices contendo aproximadamente 3.000 residuos de
aminoacidos e um dominio rico em cisteina com 280 aminoacidos. A auséncia da distrofina
confere excessiva fragilidade a fibra muscular pelo comprometimento da estabilidade do
sarcolema, a contragdo muscular normal leva ao dano da fibra e conseqliente morte

principalmente por necrose (Muntoni e cols., 2003; Deconinck & Dan, 2007; Ervasti; 2007).

1.4- Camundongos mdx/mdx — um modelo de estudo da DMD

Os camundongos mdx/mdx apresentam uma mutacao espontanea no codon terminal do
éxon 23 do gene da distrofina (Widrick e cols., 2011). Os mdx/mdx foram identificados em
coldnias de camundongos C57BL/10 por apresentarem altas concentracBes de enzimas
musculares, como creatina quinase subtipo NAC e MB, no soro e padrdes de lesdo histoldgica
muscular semelhante aos humanos com DMD (Bulfield e cols., 1984). Também séo
encontradas alteracdes histoldgicas nos musculos desses camundongos como necrose de

miofibras, fibrose e inflamacéao (Cerri e cols., 2008).

Apesar de ndo ser letal nesses camundongos, alguns muasculos como o diafragma, tém a
progressdo da doenca bastante semelhante aos humanos. Acredita-se que a doenca nédo seja letal
no camundongo mdx/mdx pela reversdo da expressdo da distrofina em diversas fibras
musculares por mecanismos ainda desconhecidos. Além disso, ha a substituicdo parcial da
distrofina por uma proteina homdloga, a utrofina (Fig X), uma proteina que substitui
estruturalmente a distrofina (Porter, 2008). Animais duplo-deficientes em distrofina e utrofina
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(mdx/mdx/utrn”") apresentam um quadro grave da doenca, que se assemelha & doenca em
humanos. Esses animais apresentam retardo no crescimento, perda de peso e morte prematura
(Li e cols., 2010).

O Complexo Proteico Associado a Distrofina

Jeliey cinnsen, ciuen rour dalu ndy vavies —j

a-Distroglicana

Canal de Na*

ok N

B-Distroglicana | -

Sintrofina ||

. CDi.ﬁt’r:bvina
(4

nNOS
’

Distrofina

a-Actina

® Journal of Cell Science 2002 (115, pp. 2801-2803)

Figura 1.3: Complexo proteico (DGC) e seus componentes (adaptado de Ehmsen, 2002).
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Sarcoglicanas

Sarcospan
a-Distroglicana
B-Distroglicana
Membrana da
Fibra Muscular ]
Utrofina
Proteina do

Citoesqueleto

Figura X: Localizacdo e interacdo da utrofina com as proteinas do complexo glicoproteico.
(Adaptado de http://wikis.lib.ncsu.edu/index.php/Image:Utrophin.jpg; acesso em 27 de agosto de
2012)

Apesar dos camundongos apresentarem certas limitacbes no estudo da DMD pela
progressao diferenciada da doenca, estes animais séo ferramentas imprescindiveis na pesquisa,
pelo facil manuseio e pelas semelhancas genéticas e na resposta inflamatoria, além de serem
um bom modelo para os estudos de subpopulacdes de células progenitoras indiferenciadas para
regeneracdo. Um dos aspectos mais relevantes do estudo da DMD é a avaliagdo de mecanismos

de inducdo e controle da resposta inflamatdria crénica, tanto em humanos como em modelos
experimentais.

1.5- A distrofia muscular de Duchenne (DMD)

A falta da distrofina torna as células musculares frageis e assim suscetiveis a morte,
principalmente necrdtica, devido a contracdo normal das fibras. As multiplas fibras mortas sao
fundamentais para recrutar e ativar células inflamatorias e levar a diferenciacdo de células

progenitoras que possam gerar novas fibras musculares ou se fundir a fibras danificadas. A

18



reposicdo gradual de fibras musculares por colageno (fibrose) e tecido adiposo confere a
aparéncia hipertréfica caracteristica da musculatura esquelética na doenga. A gravidade da
DMD esta associada a acdo dos diversos componentes do processo inflamatorio cronico na
musculatura esquelética, havendo a liberacdo de citocinas, quimiocinas, adesdo celular aos
vasos e transmigracao de leucocitos para o sitio de inflamagao. Ao redor das fibras necroticas
é possivel observar a presenca macica de macréfagos e outras células mieldides e em menor
frequéncia linfécitos. A deplecdo de linfécitos T CD4* e T CD8* ou macréfagos in vivo, reduz
significativamente a gravidade da DMD em camundongos mdx/mdx (Lagrota-Candido e cols.,
2002; Deconinck & Dan, 2007), mostrando a importancia da resposta imune na patologia. Além
disso, a terapia de imunossupressdo geral com glicocorticéides melhora a contragdo muscular,
previne a escoliose, prolonga significativamente a capacidade de andar, além de retardar o 6bito
( Deconinck & Dan, 2007, Bushby e cols., 2010).

Apesar das células inflamatdrias terem um papel muito importante no agravamento da
DMD, a presenca do processo inflamatdrio é essencial para o recrutamento e ativagao de células
com potencial para regenerar as fibras musculares lesadas. Diferentes tipos celulares que
possuem capacidade de regenerar a musculatura esquelética ja foram descritos. As células
satélites (CS) sdo assim chamadas por estarem presentes em grandes quantidades na periferia
das células musculares, sendo células indiferenciadas e principais responsaveis pelo reparo e
manutencdo das fibras do masculo adulto. Essas celulas permanecem em estado de repouso por
longos periodos de tempo, e em resposta a danos no tecido muscular, proliferam e passam a
expressar marcadores especificos de linhagens celulares com potencial miogénico. Estas células
podem desencadear duas vias celulares bastante distintas, que sdo a autorenovacdo, na qual
multiplos ciclos de proliferacdo ocorrem para manter a populacdo de CS, e diferenciacéo
terminal para miotubos. Estas vias envolvem a expressdo sequencial e combinada de fatores
transcricionais miogénicos, tais como paired box protein 7 (Pax7) e membros da familia de
fatores de regulacdo miogénica (MRF) como Myf-5, MyoD, miogenina e MRF-4. Acredita-se
que CS em autorenovacao expressem Pax7 e MyoD ao mesmo tempo e talvez ainda Myf5. Ja
as células que iniciam a diferenciacdo expressam em sua maioria Pax7, em seguida MyoD e
finalmente miogenina, que € um marcador de estagios finais de diferenciagdo (Braun & Gautel,
2011). Embora esses marcadores de linhagem muscular sejam facilmente observados em
musculos distréficos, ainda ndo sdo completamente esclarecidas quais moléculas

complementares e vias bioquimicas disparam a ativacéo dessas células em cada uma das vias.
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Na DMD, as novas fibras originadas da diferenciagdo das CS também ndo expressam a
distrofina e alguns autores propdem que acontece 0 esgotamento da capacidade proliferativa
dessas células satélites no masculo distrofico (Collins & Morgan, 2003). Por este motivo,
muitos grupos buscam outras populacdes celulares com potencial miogénico mais prolongado
e de restauracdo da expressdo de distrofina no tecido muscular esquelético. Apesar das terapias
baseadas no uso de células-tronco serem fortes candidatas para o tratamento da DMD, muitos
estudos ainda sdo necessarios para que esta possibilidade terapéutica torna-se viavel (Vieira e
cols., 2008; Farini e cols., 2009).

1.6- Diferenciagao celular/muscular

Por ser um tecido constantemente exposto ao estresse mecanico, as células da
musculatura esquelética estdo sujeitas a lesdes frequentes. Para a manutencéo da funcionalidade
desse tecido, existe um processo de regeneracdo continuo e vérias células sdo candidatas a
funcdo regenerativa no masculo esquelético. Apesar das CS terem um papel bem definido na
regeneracdo muscular esquelética, existem outras populagGes celulares tais como celulas-tronco
derivadas de musculo (mdsc), células-tronco CD133", células-tronco hematopoiéticas, pericito
e mesoangioblastos (Figeac e cols., 2007). Além das células residentes nos musculos, existem
outros grupos celulares capazes de se diferenciar em células musculares esqueléticas, como as

células-tronco da medula 6ssea (Usas & Huard, 2007).

As CS sdo encontradas em um estado quiescente abaixo da lamina basal, entre as fibras
musculares, e quando ativadas passam a ser chamadas de mioblastos. As CS quiescentes sdo
morfologicamente diferentes das ativadas, uma vez que a relacdo nucleo/citoplasma € maior
nas células ativadas, assim como ha um aumento do numero de organelas intracelulares e
diminuicdo da heterocromatina. As CS inicialmente foram consideradas células-tronco
monopotentes ou seja, capazes de originar apenas células musculares. Porém, varios estudos in
vitro mostram que essas celulas podem se diferenciar em ostedcitos e adipécitos (Asakura,
2007), tendo grande capacidade de proliferacdo. Essas células originam células filhas
precursoras miogénicas essenciais para o crescimento pos-natal e regeneracdo muscular (Aziz

e cols., 2012). Células-tronco musculares sdo positivas para o0 marcador hematopoiético de
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antigeno 1 de células-tronco (Sca-1), entretanto ndo expressam nenhum marcador de CS. Por
sua vez, as células CS sdo negativas para Sca-1 e ndo ddo origem a células hematopoiéticas
(Asakura, 2007). Pode-se encontrar células Sca-1" em diversos tecidos como glandulas
mamarias, figado, coracdo, prdstata, musculo esquelético e o sistema hematopoiético (Kafadar,
2009). Desta forma, pode-se observar que a alteracdo genética leva ao dano muscular inicial, o
qual € amplificado pela resposta inflamatoria local, gerando danos secundarios ao tecido e
manutencdo de resposta inflamatoria cronica. Todo este quadro coloca 0s processos de morte

celular no centro da patogenia da DMD.

1.7- Morte celular

A morte celular, enquanto processo controlado e orquestrado bioquimicamente, foi
sugerida no final da década de 60 em 1966 (Lockshin, 1966), levando a formac&o do conceito
da apoptose alguns anos depois (Kerr, 1972) Atualmente se conhecem diferentes tipos de
morte celular, sendo os principais: apoptose, necrose e autofagia (Hotchkiss, 2009). A apoptose
é considerada um tipo de morte ativa e silenciosa, na qual existe uma sequencia de processos
muito bem definidos que minimizam os danos resultantes da morte de uma célula ao tecido
adjacente. A apoptose possui sequéncia de alteracbes morfoldgicas bem caracteristica, como
condensacdo citoplasmatica e da cromatina, formacdo de fragmentos celulares envoltos por
membrana plasmatica integra (corpos apoptéticos), que séo capturados por células fagociticas
e degradados em seus lisossomos (Reed, 2000). A ocorréncia da apoptose em uma célula esta
relacionada & ativacdo de uma cascata de proteases chamadas caspases que em células vivas,
sdo proteinas monoméricas inativas e principalmente encontradas no citoplasma. Quando
ocorre a sinalizagdo para a morte celular, ocorre a ativacdo da enzima atraves da clivagem
proteolitica de dois mon6émeros inativos formando um heterotetrdamero. Em um primeiro
momento, ocorre uma primeira clivagem que separa a molécula em uma subunidade maior e

outra menor, e em um segundo evento, uma nova clivagem retira o pré dominio.

As caspases séo divididas em caspases iniciadoras como as caspases 8, 9, 10 e 12 (em
camundongos), e executoras, como as caspases 3, 6 e 7. Porém, nem todas as caspases estéo
envolvidas em morte celular. Por exemplo, a caspase 1 induz ativacdo proteolitica de IL-1P e

inicialmente era chamada de ICE (enzima conversora de IL-1B). As vias de ativacdo das
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caspases podem ser: extrinseca, via receptores na membrana celular, ou intrinsecas, iniciadas
na mitocéndria ou reticulo endoplasmético. Na via intrinseca ha a liberagdo de citocromo c e
Smack/Diablo da mitocdndria, possivelmente através do poro de transicdo de permeabilidade
(poro PT). O citocromo c se associa a APAF-1 citoplasmatica e a Smack/Diablo libera a pro
caspase 9 da associacdo com uma proteina inibidora de apoptose chamada IAP (proteina
inibidora de apoptose)(Cullen, 2008). Na auséncia da IAP, o complexo formado pela pelo
citocromo ¢, APAF-1 e d-ATP denominado apoptossomo cliva a pro caspase 9 em caspase 9
ativa. No reticulo endoplasmatico, a pré caspase 12 ¢ ativada pela calpaina, porém esta via tem
sido descrita apenas em células murinas e ndo em humanas. Uma vez ativando a primeira
caspase, as seguintes sdo ativadas em cascata por clivagem proteolitica. Cada caspase tem um
grupo de proteinas alvo a serem degradadas dentro das células em apoptose, tais como o inibidor
da enzima CAD (caspase activated deoxyribonucleotidyl), gelsolina, componentes da lamina
nuclear, componentes do citoesqueleto dentre outros (Vaughan, 2002). A apoptose geralmente
esta associada a pouco dano aos tecidos adjacentes as células em processo de morte e auséncia
de inflamacao, permitindo a reutilizacdo de componentes derivados das células apoptéticas
(Fink & Cookson, 2005).

Por outro lado, a necrose é frequentemente associada a um tipo de morte acidental, uma
vez que ndo existe um controle no disparo ou via de inducdo deste tipo de morte celular
(Christofferson & Yuan, 2010). Na necrose ha o rompimento da membrana plasmatica e de
organelas celulares e com o extravasamento de conteudo intracelular ha o disparo de resposta
inflamatdria local (Fink & Cookson, 2005; Kitsis & Molkentin, 2010; Moquin & Chan, 2010).
Além disso, alguns autores descrevem a necroptose, ou necrose celular programada
independente de caspases (Tait & Green, 2008), como um tipo de necrose na qual a sua ativacéo
depende da participacédo de fatores como TNF (Fator de Necrose Tumoral) e FasL, geralmente
associados com a ativacdo da via apoptotica, essenciais para a inducao desse tipo de morte (Ye
e cols., 2011). Além de outros processos bioquimicos como a ativacdo da RIPK-1 (proteina
quinase de interacao ao receptor 1) e RIPK-3, associada a altos niveis de ROS (espécies reativas

de oxigénio) e permeabilidade de membranas mitocondriais e lisossomais (Kepp e cols, 2011).

Outro processo que frequentemente é associado a morte celular é a autofagia. Porém,
nem sempre a ocorréncia da autofagia estd associada a morte, pois € um mecanismo natural de

degradacdo de componentes ndo funcionais para reaproveitamento intracelular e em geral
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ocorre em niveis basais (Barth, 2010). No entanto, quando a célula é exposta a baixos niveis de
nutrientes, esta via € exacerbada. Acredita-se que esta resposta inicial € uma via de sobrevida
da célula, que busca reaproveitar componentes intracelulares. Porém, se houver deprivacéo
nutricional prolongada, os niveis de autofagia podem ser bastante elevados e levar a célula

efetivamente a morte.

Figura 1.4: Morfologia dos tipos de morte celular. (a) célula viavel, (b) célula em autofagia, (c) célula
em apoptose e (d) célula em necrose (Edinger & Thompson, 2004)

A autofagia propriamente dita consiste em um mecanismo de degradacéo de proteinas,
organelas e outros componentes celulares (Di Bartolomeo e cols., 2010). Em situacdes de falta
de nutrientes, a degradagdo desses componentes funciona na obtencéo de aminoacidos para a
sintese de novas proteinas que sejam essenciais para o metabolismo celular. As alteracdes
morfologicas na autofagia sdo bem caracterizadas pela presenca de vacuolos de membrana

dupla (autofagossomos), embora a membrana interna desta vesicula seja degradada ap6s a fusdo
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com lisossomos (Chen e cols., 2011). Apesar do destino final ser sempre os lisossomos, a via
pela qual o material é encaminhado para essa organela pode variar. Sendo assim, a autofagia
pode ser classificada como macroautofagia (comumente referida apenas como autofagia),
microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (Yang & Klionsky, 2010). A
macroautofagia é caracterizada pela presenca de autofagossomos que se fundem aos lisossomos
formando os autolisossomos (Glick e cols., 2010). Na microautofagia ocorre apenas a
invaginacdo da membrana lisossomal envolvendo o material que sera degradado. Ja na
autofagia mediada por chaperonas € um processo de degradacdo de proteinas-alvo
citoplasmaticas que expdem uma sequéncia de cinco aminoacidos (KFERQ) para chaperonas,
dentre as quais principalmente a hsc70. A proteina alvo entdo é translocada atraves da
membrana lisossomal por uma estrutura composta por monémeros de Lamp2a e é degradada
(Lee & Lee, 2012).

A regulacgdo e a realizagdo do processo autofagico contam com a participacao de varios
componentes (Fig. 1.5). Os genes identificados que possuem relagdo com a ocorréncia da
autofagia sdo coletivamente chamados de ATGs (genes relacionados a autofagia). Existem
descritos pelo menos 34 ATGs em leveduras e muitos destes sdo conservados em humanos
(Weidberg e cols., 2011). Na maioria dos organismos onde a via autofagica encontra-se ativa,
um componente importante para a sua regulacdo € a TOR (alvo da rapamicina), sendo em
mamiferos denominada mTOR. A mTOR pode estar associada a dois complexos distintos,
sendo que o complexo 1 (mTORc-1) é o que induz morte celular por autofagia e esta associado
a proteinas como a RAPTOR (proteina associada com a regulacdo de mTOR) dentre outras. J&
a interacdo de mTOR com o complexo Atg13-ULK1/2 (Unc-51-like kinase)-FIP200 (Family
interacting protein)-Atgl0 impede a ativacdo da via autofagica. Em situacdo de escassez de
nutrientes, a mTOR se desliga do complexo como resultado de mudancas na fosforilacdo do
complexo por agdo da pAMPK (Aymard e cols., 2011), ativando a quinase ULK1/2 que
fosforila Atgl3 e FIP200 induzindo autofagia (Chen e cols., 2011).

A origem da membrana do autofagossomo ainda nédo é totalmente esclarecida, sendo
dentre as hipoteses descritas até 0 momento o reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi,
mitocondria e membrana plasmatica, as principais possibilidades (Weidberg e cols., 2011). A
ativacdo do complexo Pdtins3K (fosfatidilinositol 3 quinase) é essencial para a formacdo do

fagossomo inicial. O complexo | composto pela VVps34 (vacuolar protein sortin), Atg6 (Vps30),
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Atgl4 e Vpsl5 e o complexo Il composto Vps34, Vpsl5, Atg6 e Vps38. Diferentemente de
leveduras, os mamiferos possuem dois tipos de Pdtins3K, de classe I, e classe I11, com fungdes
de regulacao negativa e positiva da autofagia. O complexo de classe I11 € composto por hVps34
(humanVps34), Beclina 1 (homdlogo de Atg6), p150 (homdlogo do Vpsl5) e o0s recém
identificados Atgl4L (Atgl4-Like) e UVRAG (gene associado a resisténcia a radiagdo
ultravioleta), ort6logos de Atgl4 e Vps38, respectivamente (Yang & Klionsky, 2010).

Duas proteinas e seus sistemas conjugados sdo essenciais para a expansao e
alongamento da membrana do autofagossomo: Atg12 e Atg8 ou LC3 (cadeia leve 3 da proteina
1 associada a microtubulos) em mamiferos. As enzimas Atg7 e Atgl0 catalisam a conjugacéo
da Atg12 com a Atg5, depois ocorre uma interagéo néo covalente entre o complexo Atgl12-Atg5
com Atgl6. A enzima Atg4 cliva o LC3 na sua porcdo C terminal gerando o LC3-1. Em seguida,
a conjugacao do LC3-1 com a fosfatidiletanolamina (PE) da origem ao LC3-I1 e ¢ catalisada
pela Atg7 e Atg3 (Yang & Klionsky, 2010; Glick e cols., 2010). A fuséo entre o autofagossomo
e o lisossomo é mediada pela Rab7 e pela proteina lisossomal transmembrana LAMP-2
(proteina de membrana 2 associada ao lisossomo), sendo a degradacdo do conteudo
autofagossomal decorrente da atividade de vérias proteases como a catepsinas D, B e L ( Lee
& Lee, 2012).

25



_ Autophagosome

Insulin
growth factors Amino acids

\ / Atg12 \ N
Atg12-Atg7 proLC3

mTORC1 'Mg‘
Atg12-Atg10 LC3
ULK1-Atg13-
FIPZOO-A'(.m 0 Atg12-Atg5 LC3-Atg7
complex RalB l '
l Atg12-Atg5-Atg16L1 LC3-Atg3
Autophagy

.
induction Exo84-exocyst o Y | Lc:!-PE
: ‘ tg16L ’

------

(‘\n‘npzoo A!m 01 ‘“"b"“'

complox

- -

8 &N
Q j : %
_ADFcP1 s DFGP1 )

Omegasome

Figura 1.5: Autofagia e seus componentes. (http://2.bp.blogspot.com/-
6gRodb6RWWY/TsvjLUHJTEI/AAAAAAAANSA/3UCOqud1FmM/s1600/autophagy2.jpg; acesso em: 30
de junho de 2012).

1.8- Autofagia e diferenciacéo

O estimulo classico in vitro para a indugdo de autofagia é o estresse nutricional, onde as
células sdo cultivadas em meio pobre em nutrientes. Porém, em algumas células ha a inducéo
de diferenciacdo e ndo morte. Desta forma, dependendo do tipo celular e do tempo de estresse
nutricional no qual a célula foi submetida, pode ocorrer a indugdo tanto da diferenciagdo quanto
da autofagia. De fato, a literatura recente tem mostrado a relacdo entre a inducdo da via
autofagica e a ocorréncia de diferenciacdo celular. Embora os mecanismos de interacdo entre
esses processos ainda ndo estejam esclarecidos, a exposi¢do de queratindcitos humanos ao

estresse nutricional por exemplo leva ao aumento da expressao de proteinas da via autofagica e
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também de proteinas ligadas ao processo de diferenciagcdo em cultura (Aymard e cols., 2011).
Além do aumento da expressdo de LC3-11, o uso da rapamicina in vitro e in vivo (inibidor da
mTORc1), resulta na alta expressdo de marcadores associados a diferenciacdo de células-
tronco/progenitoras de glioma (Zhuang e cols., 2011). No caso de diferenciacdo de mioblastos
primarios ou de linhagens como C2C12, a reduc¢do do contetdo de soro fetal bovino (SFB) de
10-20% para apenas 2% de soro de cavalo acarreta um estresse nutricional e diferenciagéo para

miotubos, no entanto, as vias celulares envolvidas ainda ndo sdo conhecidas.

27



2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral

Avaliar se ha a ativacdo de componentes iniciais da via de autofagia como LC3-I,

durante o processo de diferenciacdo terminal de mioblastos, sem indugéo de morte celular.

2.2- Objetivos especificos

A- Avaliar os niveis de morte celular induzida por diferentes vias (apoptose, necrose e
autofagia) em fibras musculares esqueléticas utilizando camundongos mdx/mdx, modelo de
estudo da distrofia muscular de Duchenne;

B- Avaliar se a inducdo de diferenciagdo de mioblastos da linhagem C2C12 por cultivo em
meio pobre leva a ativacdo de LC3-1 como um indicador de ativagdo de autofagia;

C- Avaliar se indutores e bloqueadores farmacoldgicos de autofagia afetam o processo de
diferenciacdo de mioblastos C2C12.
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3- MATERIAIS E METODOS
3.1- Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos distréficos mdx/mdx e C57BL/10 machos nas
idades de 6, 12, 24 e 48 semanas fornecidos pelo Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio
(CECAL) da Fundagdo Oswaldo Cruz. Todos os procedimentos foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ (L-13/11).

3.2- Coleta de tecidos musculares

Os camundongos foram eutanasiados em cdmara de CO2 e 0os musculos gastrocnémio e
diafragma foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para serem cortados

em criostato a -35°C.

3.3- Imunohistoquimica

Cortes congelados dos musculos gastrocnémio e diafragma com espessura de 10um
foram fixados em acetona gelada e lavados durante 10 min em solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS). Foi realizado o bloqueio de receptores Fcy com meio RPMI 1640 com 2 mM de
L-glutamina, 2 g/L de bicarbonato de sédio (LCG Biotecnologia) acrescido com 10% SFB
(Cultilab) e 10% de soro de carneiro, ambos previamente inativados a 50°C durante 30 min. O
anticorpo primario contra LC3-1 (Sigma) de camundongo foi diluido em PBS e os cortes
incubados por doze h a temperatura ambiente em camara Umida. Os cortes foram
extensivamente lavados em PBS e incubados durante 1 h com anticorpo secundario contra
coelho conjugado a FITC, diluido também em PBS. Apos lavagem, as laminas foram coradas
com 0,0001% de azul de Evans durante 5 min, lavadas com PBS e montadas em DABCO, para
posterior visualizacdo no microscopio confocal de varredura a laser Zeiss LSM510 Meta
(Oberkochen, Alemanha).
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3.4- Marcagéo por TUNEL

Cortes congelados de musculos esqueléticos foram utilizados para a avaliacdo de
apoptose através da visualizacao de fragmentacdo da cromatina através da técnica de TUNEL

de acordo com as instru¢6es do fabricante (kit de TUNEL peroxidase) (Roche).

3.5- Cultura de células

A linhagem de mioblastos de musculo esquelético humano C2C12 foi cultivada em
meio de proliferacdo (DMEM alta glicose (4,5g/L), 4 nM L-glutamina, 3,7 g/L bicarbonato de
sodio (LCG Biotecnologia) acrescido com 20% de SFB (Sigma), 10% de extrato 111 de embrido
de galinha e penicilina (100U/ml) /estreptomicina (100ug/ml)) e mantidas em estufa a 37°C
com 5% de CO>. Quando as células atingiam subconfluéncia de 60%, eram feitas passagens por
desaderéncia utilizando solucdo de tripsina 0.25% e EDTA 2mM (Sigma) por menos de 1 min.
A atividade enzimatica era rapidamente inibida pela adicao de PBS contendo 10% de SFB. Para
a diferenciacdo terminal, as células eram mantidas em meio de diferenciacdo (DMEM alta
glicose (4,5¢9/L), 4 nM L-glutamina, 3,7g/L bicarbonato de sédio, penicilina (100U/ml)
/estreptomicina (100pug/ml) e 2% de soro de cavalo (Sigma). Para indug@o de morte celular por
autofagia, as células foram incubadas em meio DMEM sem SFB. Para a incubagdo com 0s
inibidores de autofagia, todas as células foram plagueadas em meio de proliferagdo por 24 h.
Em seguida o meio foi trocado por novo meio de proliferacdo ou meio de diferenciagdo com ou

sem 10nM 3-metiladenina (3-MA) ou 100nM Wortmanina, ambos da Sigma.

3.6- Avaliacao de viabilidade por citometria de fluxo

As células desaderidas foram lavadas duas vezes com PBS contendo 10% de SFB. Ap0s
a lavagem, as células incubadas a 37°C durante 20 min com ou sem 10nM do ester de
tetrametilrodamina (TMRE) (Invitrogen), um indicador do potencial de membrana
mitocondrial. A aquisi¢do das amostras foi feita em citometro de fluxo FACSCalibur.
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3.7- Western Blotting

As células C2C12 foram desaderidas e extensivamente lavadas em meio DMEM. Em
seguida, as proteinas totais foram extraidas com tampéo de extracdo (150uM NaCl, 50uM
TRIS, 1uM PMSF e 10ug/mL aprotinina, 1% NP-40, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante coletado para quantificacdo de proteinas totais pelo kit Pierce® BCA (Thermo
Scientific). As amostras foram diluidas em tamp&o de amostra (125 mM TRIS-CI, 4% SDS,
20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, pH 6,8) e aplicadas em gel de poliacrilamida a 10%,
sendo a corrida realizada em voltagem constante de 100v. As amostras foram transferidas para
membrana de nitrocelulose com voltagem de 50v durante 2 h e feito blogqueio por doze h em
tampdo de blogueio (5% de leite em p6 desnatado, 10 mM TRISMA BASE, 150 mM NacCl, 2
mM EDTA e 2% glicina). A membrana foi entdo incubada com anticorpo primario contra LC3-
| por trés h a temperatura ambiente, lavada em tampao de bloqueio e incubada com anticorpo
secundario contra coelho conjugado a fosfatase alcalina (Southern). A revelacéo foi feita com
solugéo de NBT/BCIP (Southern).

3.8- Microscopia eletrénica de transmissao

Os fragmentos de musculo esquelético foram lavados trés vezes em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) e fixados com 2,5% de glutaraldeido em tampéo cacodilato de
sodio 0,1M pH 7.2 por 1h a 4°C. Os fragmentos foram entdo pés-fixados por 30 min a
temperatura ambiente em solugdo contendo OsO4 1%, ferricianeto de potassio 0,8% e CaCl2 5
mM em tampao cacodilato 0,1M. Ferricianteo de potassio e cloreto de calcio foram adicionados
para uma melhor vizualizagdo e preservacédo de estruturas membranares. O material foi entéo
desidratado em concentracdes crescentes de acetona, incubado overnight a 4°C em mistura de
acetona 100% e resina Polybed 812 (v:v), incubado por mais 4 h em resina pura a temperatura
ambiente, incluido em Polybed 812. A polimerizacéo da resina ocorreu a 60°C por 3 dias. Os
cortes ultra-finos (70 nm) foram coletados em grades de cobre, corados com acetato de uranila

2% e observados no microscépio eletronico de transmissdo Zeiss EM-10C.
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3.9- Atividade da creatina quinase sérica (CK-NAC)

Para este ensaio foram utilizados soros de camundongos mdx/mdx e C57BI1/10 com 6,
12, 24 e 48 semanas de idade obtidos a partir de puncdo cardiaca sem heparina. A atividade
sérica da enzima creatina quinase isotipo esquelético (CK-NAC) foi utilizada como indicativo
da destruicdo de fibras esqueléticas. A enzima catalisa a fosforilacdo da creatina gerando
fosfocreatina e ADP além de outros produtos finais como D-ribose-5fosfato, CO2> e NADPH.
O aumento dos niveis de NADPH foi determinado espectrofotometricamente e é diretamente
proporcional a atividade da enzima. As leituras foram feitas com 5 pl de soro + 100 pl do
reagente de trabalho fornecido pelo fabricante (LabTest). As amostras foram mantidas por 15
min a temperatura ambiente e em seguida foram feitas 6 leituras sucessivas a 340 nm com
intervalos de 1 min em espectofotometro de placa (Molecular Device — VERSAmax microplate
reader). Estes valores de absorbancia referentes a leitura de NADPH sdo expressos como

diferencas de leitura a cada minuto (AE/min).
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4- RESULTADOS

Inicialmente fizemos uma avaliacdo da ocorréncia dos diferentes tipos de morte celular
nos musculos esqueléticos, dada & importancia da morte celular na progressdo da doenga. A
literatura aponta a morte necrética como a principal via de morte na DMD e nossos dados de
dosagem da CK-NAC no sangue indicam de fato altos niveis de necrose. Esses valores sdo
crescentes ao longo do periodo estudado, sendo basais em camundongos controle C57BL/10
(Fig. 4.1).
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Figura 4.1: Quantificacdo de lesdo muscular esquelética pela atividade da CK-NAC. O plasma de 15 a
20 camundongos mdx/mdx ou C57BL/10 da mesma idade foram coletados e a atividade enzimética
quantificada. * p<0,05 quando camundongos mdx/mdx sdo comparados com C57BL/10 de mesma idade
e # p<0,05 quando comparados camundongos mdx/mdx de idades diferentes. NF significa que nédo foi

feito.

Embora a morte necrotica seja provavelmente o principal tipo de morte de fibras
observado na DMD, outras vias também podem ser relevantes e por esse motivo iniciamos o
estudo da ocorréncia de apoptose e autofagia. Primeiramente avaliamos a morte apoptotica pela
marcacdo com TUNEL e observamos poucas fibras musculares TUNEL" nos musculos
gastrocnémio (Figs. 4.2A e B) e diafragma (Figs. 4.2D e E) em animais de 6 (Figs. 4.2AeD)e

12 (Fig 4.2B e E) semanas. Observamos algumas marcac6es pontuais em regides de células
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inflamatorias, porém em ndmero apenas um pouco maior no muasculo diafragma de 6 semanas
(Fig. 4.2D). Como esperado, os animais controle ndo apresentaram marcacdo para TUNEL
(Figs. 4.2C e F).

Figura 4.2: Avaliacdo de apoptose em musculos esqueléticos através da técnica de TUNEL. A detecgdo
da apoptose foi realizada pela identificacdo de células positivas para TUNEL (cabeca de seta) em
gastrocnémio (A e B) e diafragma (D e E) de camundongos mdx/mdx de 6 (A e D) e 12 semanas (B e
E). Em paralelo, gastrocnémio (C) e diafragma (F) de animais C57BL/10 de 12 semanas foram utilizados
como controle. Os resultados sdo representativos de pelo menos 3 camundongos por idade em 2
experimentos independentes. Barra: 100um.

Para a avaliacdo de autofagia, inicialmente realizamos experimentos de microscopia
eletronica de transmissdo para identificacdo de indicios morfologicos da ocorréncia da
autofagia em fibras musculares. Como esperado, o diafragma dos camundongos C57BL/10 néo
apresentou alteracBes estruturais, sendo evidenciadas estriagdes e mitocondrias
morfologicamente tipicas (Figs. 4.3A e B). A analise do diafragma de camundongos mdx/madx
de 6 semanas apontou um grande ndmero de vacuolos e vesiculas com estruturas membranares
duplas (Figs. 4.3C-4F).
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Figura 4.3: Anélise ultra-estrutural do diafragma. Fragmentos de diafragma foram coletados de
camundongos C57BL/10 (A e B) e mdx/mdx (C-F) de 6 semanas e processados para analise por
microscopia eletrénica de transmissdo. O diafragma de animais mdx/mdx apresentou estruturas em
diferentes estagios de degradacdo como vacuolos citoplasmaticos (estrelas), que em alguns casos
continham vesiculas menores (cabeca de seta) e as proprias miofibrilas (setas). Os fen6tipos foram
observados em trés camundongos por idade. Barra: 10um (A e C), 50um (B, D — F).
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Visando complementar os dados obtidos sobre a ocorréncia de autofagia através da
analise ultraestrutural, fomos avaliar por imunohistoquimica a marca¢do com anticorpo contra
LC3-1. Esta molécula é um dos indicadores moleculares de ativacdo da via autofagica mais
utilizados atualmente. Como esperado, ndo observamos marcacdo de LC3-I em animais
C57BL/10 (Figs. 4.4A e B), entretanto tanto no gastrocnémio quanto no diafragma foram
observados altos niveis de marcacao para LC3-1 em areas de inflamacdo e em fibras adultas em
degradacdo (Fig 4.4C-G). Contudo, observamos forte marcacdo também em células com
morfologia sugestiva de fibras jovens ou mioblastos em processo de diferenciacdo para células
musculares (Figs. 4.4C e F) e aparentemente vidveis. Dessa forma, decidimos avaliar se a
expressdo de LC3-I poderia estar associada também a diferenciacdo de mioblastos e ndo morte

autofagica.
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Figura 4.4: A avaliacdo de autofagia em musculos esqueléticos foi realizada através da marcagdo com
anticorpo contra LC3-1 em gastrocnémio e diafragma de animais C57BL10 (A,B) e de animais mdx/mdx
(C-G). Os resultados sdo representativos de pelo menos 3 camundongos de 12 semanas de idade. Barras:
20pum (A-C e G), 50um (D-F). Foi observada marcacédo para LC3-1 em células do infiltrado inflamatério

(seta) e em fibras adultas (cabeca de seta).

Utilizamos a linhagem C2C12 de mioblastos para avaliarmos se a ativa¢do bioquimica
da autofagia poderia estar associada a diferenciacdo, e ndo morte deste tipo celular. Estas células
tém morfologia semelhante a culturas de mioblastos primarios quando mantidas em meio de

proliferacdo (Fig. 4.5A). Quando mantidas em meio de diferenciacdo, essas células reduzem
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progressivamente os ciclos de proliferacdo e iniciam diferenciagdo terminal para miotubos

maduros e multinucleados (Fig. 4.5B).

Figura 4.5: Aspecto geral de culturas de células de mioblastos C2C12. (A) As células mantidas em
meio de proliferacdo até subconfluéncia maxima de 60% mantém morfologia caracteristica com
projecoes citoplasmaticas afiladas. (B) Em meio de diferenciacdo por 72 h, as células passam a se alinhar
e fundir, formando estruturas celulares alongadas e multinucleadas semelhantes a miotubos (setas).
Barras = 100um.

Mantivemos entdo culturas de C2C12 por 24 h ap6s a passagem para adaptacdo e em
seguida trocamos o0 meio de proliferacdo por meio de diferenciacdo. Nas primeiras 24h ainda
em meio de proliferacdo, foram observadas projecdes citoplasmaticas caracteristicas de
mioblastos indiferenciados (Fig. 4.6A), sendo que entre 5 a 10% da cultura assume uma

morfologia um pouco diferenciada, inicio do pareamento/alinhamento e apresentando menores
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projecdes (Fig. 4.6A, seta). Depois de 24 h em meio de diferenciacéo, o aspecto morfologico
das células é bastante diferenciado, sendo possivel observar o padrdo caracteristico de células
agrupadas (Fig. 4.6B, setas). Entretanto, ainda sdo observadas células com morfologia afilada
e alongada (Fig. 4.6B, cabeca de seta), sugerindo estagios intermediarios do processo de
diferenciacéo. Nos tempos de 24 e 48 h (Fig. 4.6C) ainda é possivel distinguir individualmente
as células, com membranas plasmaticas justapostas, mas ainda individualizadas. J& a partir de
72h de diferenciacdo € dificil identificar células individualizadas devido a caracteristica deste
tipo celular de se fundir as células vizinhas, formando sincicios maiores que se assemelham a
miotubos em cultura (Figs. 4.6D e E). Ao longo de todos tempos de cultivo investigados (24,
48, 72 e 96 h) foram observadas alteracdes morfoldgicas gerais indicativas de diferenciacao
terminal (Fig. 4.6).
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Figura 4.6: Aspecto morfologico de culturas de células C2C12 em diferenciacdo. As células foram

mantidas em meio de proliferacdo por 24 h (A) ou meio de diferenciacdo por 24 (B), 48 (C), 72 (D) ou
96 (E) h. Setas indicam células em meio de proliferacdo e cabecas de seta células em diferenciacéo.
Barras = 100um.

Uma vez que nosso objetivo geral era avaliar se ao longo da diferenciacdo das células
musculares se havia a participacdo da via autofagica, decidimos analisar a viabilidade das
células ao longo de toda a cinética por citometria de fluxo. Para essa avaliacdo, utilizamos como
pardmetro o TMRE, fluorocromo capaz de atravessar livremente a membrana plasmatica e

marcar a diferenca de potencial intermembranas de mitocondrias. Este € um marcador muito
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sensivel, capaz de indicar pequenas variagdes funcionais na atividade mitocondrial e por isso é
largamente utilizado para caracterizacdo de morte celular por qualquer via. Entretanto,
primeiramente avaliamos as alteragdes celulares (FSC x SSC) que correspondem a
diferenciacédo por citometria de fluxo, que reforcaram nossos dados obtidos por microscopia de
luz (Fig. 4.7). As células individuais em meio de proliferacdo (Fig. 4.7A) e ap6s 24 h de
incubacdo em meio de diferenciacdo (Fig. 4.7B) s@o em sua maioria menores em comparacao
com as células incubadas por 48 (Fig. 4.7C), 72 (Fig. 4.7D) e 96 (Fig. 4.7E) h em meio de
diferenciacdo. Desta forma, as analises por citometria foram feitas dentro das regides indicadas

na Figura 4.7.
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Figura 4.7: Alteragdes morfoldgicas de células C2C12 em diferenciacao por citometria de fluxo. As
células foram mantidas em meio de proliferacdo por 24 h (A) ou meio de diferenciacéo por 24 (B), 48
(C), 72 (D) ou 96 (E) h. Em seguida foram desaderidas, lavadas e analisadas por citometria de fluxo.
FSC se refere ao tamanho dos eventos e SSC a complexidade interna ou granulosidade, as andlises de

fluorescéncia foram realizadas nas regides indicadas.

A avaliagéo do potencial de membrana mitocondrial mostrou que pelo menos 90% das
células sdo viavéis apos 24 e 48 h de cultivo em meio de diferenciacdo (Figs. 4.8A e B).

Entretanto, ap6s 72 (Fig. 4.8C) e 96 h (Fig. 4.8D) a viabilidade cai para 76,0% e 17%,

respectivamente.
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Figura 4.8: Viabilidade celular por citometria de fluxo. As células foram mantidas em meio de
diferenciacdo por 24 (A), 48 (B), 72 (C) ou 96 (D) h, desaderidas da cultura e lavadas em PBS. Em
seguida as células foram marcadas com TMRE por 30 min a 37°C e adquiridas em citdémetro de fluxo
no canal de FL-2 (585/42 nm). A curva preenchida mostra as células da cinética experimental marcadas
e a linha vermelha mostra as células mortas que foram obtidas de culturas mantidas em paralelo na
presenca de brefeldina A (10ug/ml). O percentual de células vidveis (valor) é referente aos eventos na

regido R2.
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Em seguida, realizamos a corrida por eletroforese das proteinas totais extraidas das
mesmas culturas que avaliamos a diferenciagéo e viabilidade, sendo observada uma pequena
expressao de LC3-1 em meio de proliferacdo (Fig. 4.9). Porém, apesar da alta viabilidade
celular, houve uma regulacéo positiva na ativacao de LC3 para LC3-1 nos tempos de 24 e 48 h

em meio de diferenciacdo, quando observamos forte marcagdo para essa molécula.
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Figura 4.9: Ativacéo de LC3-I durante a diferenciagdo de C2C12. As células foram mantidas em meio
de proliferacéo por 24 h ou em meio de diferenciagdo por 24 a 96 h. As células foram entéo desaderidas
da cultura, lavadas e congeladas em tampédo de extragdo. As proteinas foram separadas em gel de
poliacrilamida a 10%, tranferidas para nitrocelulose e a membrana foi incubada com anticorpo contra
LC3-I de camundongo e em seguida com anticorpo secundario contra coelho conjugado a fosfatase
alcalina. A revelacédo foi feita com NBT/BCIP. A coloracdo por Ponceau indica que a quantidade de

proteinas aplicada por slot foi equivalente.

Para entender melhor o papel da ativacdo da via de autofagia na diferenciacdo de
mioblastos da linhagem C2C12, células em meio de diferenciacao foram cultivadas na presenca
dos inibidores de autofagia 3-MA e Wortmanina por apenas 24 h. Estes antagonistas bloqueiam
a autofagia em componentes iniciais da via bioquimica, inibindo a PI3K tipo Ill. Nossos
resultados demonstraram um aumento da expresséo de LC3-1 em meios de diferenciagéo, que
foi parcialmente regulada na presenca de cada inibidor (Fig. 4.10), indicando que a ativacéo da

via de autofagia ocorre dependente desde seus componentes iniciais.
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Figura 4.10: Diferenciacdo de C2C12 na presenca de antagonistas de autofagia. As células foram
mantidas por 24 h em meio de proliferacdo, diferenciacdo na auséncia ou presenca de 3-MA (10nM) ou
Wortmanina (100nM). Ap6s desaderidas da cultura, as células foram lavadas e congeladas em tampéo
de extracdo. As amostras (50 g de proteinas totais) foram separadas em gel de poliacrilamida a 13%,
tranferidas para nitrocelulose e a membrana foi incubada com anticorpo contra LC3-1 de camundongo
e em seguida com anticorpo secundario contra coelho conjugado a fosfatase alcalina. A revelacéo foi
feita com NBT/BCIP.
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5- DISCUSSAO

A DMD ¢ uma doenca genética que induz resposta inflamatoria cronica, sendo que o
ponto central da patogenia, além da mutacdo no gene da distrofina, é a morte celular. Seja morte
de fibras musculares induzida pela prépria mutacao ou pela resposta inflamatoria local (Kostek,
2012). Por esse motivo, decidimos incialmente avaliar nos tecidos musculares esqueléticos de
camundongos mdx/mdx as 3 principais vias de morte: apoptose; necrose e autofagia. De acordo
com a literatura, foram observadas poucas células musculares em apoptose, entretanto ha
diversas células inflamatérias TUNEL". Ndo ha descricdo na literatura sobre possiveis vias
indutoras de morte de células inflamatérias na DMD e por esse motivo, nosso grupo avaliou
em paralelo algumas alternativas compativeis com a resposta inflamatoria observada nos
musculos. Foram avaliados por exemplo a possibilidade de niveis elevados de 6xido nitrico
(NO) como indutor de morte tanto de fibras como de células inflamatérias. Embora o tratamento
in vivo de animais mdx/mdx e C57BL/10 com L-NAME tenha sido eficiente no bloqueio da
Oxido nitrico sintase induzida (iNOs) com reducdo dos niveis séricos de nitrito, ndo foi
observada reducdo na morte de células inflamat6rias por microscopia eletrénica (dados nao
publicados do nosso grupo). No entanto, é possivel, por exemplo, que os niveis locais elevados
de citocinas inflamatdérias como TNF e IFN-y contribuam para a morte dessas células
inflamatdrias. De qualquer forma, ainda pretendemos avaliar possiveis mecanismos que levem

essas células a apoptose.

Por outro lado, observamos altos niveis de morte necrética em fibras de animais
mdx/mdx através da atividade da enzima CK-NAC, um marcador de morte de fibras
esqueléticas. Essa morte foi confirmada também por microscopia eletronica, onde pode ser
observada morte tanto de fibras musculares como de células inflamatdrias (dados néo
publicados do nosso grupo). Ambas as celulas apresentavam membrana plasmatica danificada
e mitocOndrias com cristas destruidas. De acordo com a literatura, a morte necrotica de fibras
musculares é de fato a via principal de destruicdo do musculo e € possivel que a morte necrética
de células inflamatdrias seja um componente adicional para recrutamento de novas células

inflamatdrias e fonte de mais lesdo muscular (Kostek, 2012).
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Com relacdo a autofagia, nossos dados iniciais por microscopia eletrénica revelaram
diversas estruturas morfoldgicas caracteristicas desse processo como vesiculas de membrana
dupla (autofagossomos ou autolisossomos) em células musculares. Além disso, nossos dados
de marcacdo de tecido muscular esquelético com anticorpo contra LC3-I confirmaram que
algumas fibras musculares adultas estavam em processo de autofagia. Considerando a avaliagédo
dos 3 tipos de morte celular, nossos dados corroboram que a morte necrdtica é a principal via
de morte de fibras musculares no modelo camundongo mdx/mdx de DMD. Ainda com relagédo
a expressdo de LC3-I no tecido muscular, também observamos células com morfologia de
mioblastos e fibras musculares jovens com forte marcacéo para esta molécula. Este aumento na
expressdo de LC3-1 nos chamou a atencdo e, juntamente com o fato de que do indutor classico
de diferenciacdo de mioblastos (primarios ou de linhagem) ser a transferéncia para meio pobre
em nutrientes (estresse nutricional), decidimos avaliar a participagdo da autofagia na
diferenciacéo terminal de células musculares. Dessa forma, a autofagia teria um papel duplo
nessas células: em células adultas estd envolvida na morte, e em mioblastos leva a
diferenciacdo. Para testar essa hipotese, optamos por trabalhar com mioblastos C2C12 por ser
uma linhagem muito utilizada por diversos grupos de pesquisa e bastante caracterizada (\Wang,
2012).

Uma das caracteristicas da diferenciagdo de mioblastos € a mudanca na morfologia
individual das celulas e da cultura como um todo. As células indiferenciadas sdo bastante
afiladas e tém projecOes longas. Porém, apds cerca de 12 a 15 h em meio de diferenciagéo, as
células se alinham e reduzem as proje¢des, formando grupos celulares cada vez maiores. Com
a continuidade desse processo, as células tendem a se fundir e formar sincicios alongados que
se desenvolvem em miotubos. Isso ilustra que o estimulo classico para inducdo de autofagia
leva mioblastos em cultura ao processo de diferenciacdo. Para avaliar nossa hipdtese, foram
analisados em paralelo o processo de diferenciacdo e morte celulares através do cultivo de
células em meio pobre (meio de diferenciacdo). As células exibiram as alteragdes caracteristicas
da diferenciacdo ao longo de toda a cinética e mantiveram alta viabilidade até 48 h de cultivo.
Porém, a partir de 72 h o percentual de células viaveis reduziu bastante, alcangando 17% ap0s
96 h de cultivo. Ainda ndo sabemos o motivo da reducdo da viabilidade celular. Antes da
desaderéncia, as células pareciam ter alta viabilidade, estavam aderidas e altamente refringentes
inclusive formando pequenos tubos. O procedimento usando tripsina/EDTA foi repetido em

cada ponto da cinética e a morfologia das células sempre indicava alta viabilidade. E possivel
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que apds periodos mais longos de cultivo, e enquanto o processo de diferenciacdo estava em
estdgios mais avancgados, a resisténcia das células a desaderéncia fosse menor quando
comparado as culturas de células indiferenciadas. Esta hipotese é reforcada pelo fato de que
guando sao feitos repiques de culturas com subconfluéncia superior a ideal (>50% em processo
de diferenciacdo), a viabilidade da cultura resultante é em geral bem menor.Uma vez
estabelecida a cultura e o padrdo de viabilidade celular por citometria de fluxo, fizemos a
marcacdo com anticorpo contra LC3-1 nas células em diferenciacdo por Western Blotting.
Observamos uma banda referente a ativacdo de LC3-1 em células mantidas em meio de
proliferacdo e isso pode ser por pelo menos 3 possibilidades ndo excludentes: (a) a autofagia
acontece em niveis basais em células nucleadas como um processo normal de destruicdo e
reciclagem de componentes celulares, sem indugéo de morte; (b) em qualquer cultura de células
sempre sao observados niveis baixos de morte celular por diferentes vias e a banda que
observamos pode ser resultado de morte por autofagia mesmo em culturas normais e em
expansdo; e/ou (c) normalmente observamos algum nivel de diferenciagdo esponténea de
mioblastos, em geral ndo excedendo 10%, mesmo quando mantidos em meio de proliferacao.
E possivel que essa ativago de LC3-I na cultura em proliferacéo seja resultado da diferenciagéo
dependente de LC3-1 em niveis basais, mas essa alternativa ainda deve ser testadas por
imunofluorescéncia combinando a marcacdo para LC3-I e para miogenina, por exemplo. Por
outro lado, foi observado um aumento da expressdo de LC3-1 em células mantidas em meio de
diferenciacdo por até 48 h, no entanto essa ativagdo reduziu a niveis basais ap6s 72 h.
Interessantemente, nas etapas da cinética onde as células mantém alta viabilidade e estdo em
processo de diferenciacdo € que foi observada alta marcacdo para LC3-1, indicando que a
ativacdo da autofagia ndo estaria relacionada realmente associada a inducdo de morte. Porém,
a reducdo na marcacgéo a partir de 72 h pode sugerir pelo menos duas possibilidades: (a) de
acordo com o aspecto geral da cultura, as células estdo viaveis, e a ativacdo de LC3-I foi
resultado apenas dos estagios iniciais de diferenciacdo, havendo regulacdo negativa da via
quando as células ja iniciaram o processo; e/ou (b) de acordo com a baixa viabilidade, as células
poderiam de fato estar morrendo, mas por uma via independente da ativacdo de LC3-1 como a
apoptose por exemplo. Independente dos tempos mais tardios, nossos resultados sugerem que

pelo menos no inicio da diferenciacdo a via autofagica é ativada, sem inducdo de morte celular.

Para avaliarmos mais a fundo a via de disparo do processo de autofagia para

diferenciacéo celular, mantivemos culturas de C2C12 em meio de diferenciacéo na presenca de
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inibidores de PI3K tipo Il e consequentemente de autofagia. Para estas analises, escolhemos o
tempo de 24 h de cultivo para ndo termos a interferéncia da possivel morte em tempos mais
longos (viabilidade maior que 90%). Mais uma vez foi observada a expressao de LC3-I em
meio de diferenciacdo, que na presenca dos inibidores farmacol6gicos da autofagia reduziram
Sua expressao em estagios iniciais. Logo, é possivel que haja vias alternativas independentes da
ativacdo de LC3 para o disparo da autofagia, embora aparentemente esta via pareca ser a

principal.

Nossos dados iniciais indicam que a participacdo da autofagia no processo de
diferenciacdo de mioblastos, porém provavelmente existem vias alternativas caso a autofagia
ndo possa ser disparada bioguimicamente. Atualmente ndo se conhecem quais fatores e vias
induzem a diferenciacdo de mioblastos e quaisquer avancgos que se facam nesse sentido pode

estar diretamente implicado na regeneracdo em doencas degenerativas musculares.
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6- CONCLUSAO

Nossos dados apontaram que o tipo predominante de morte dos musculos esqueléticos
no modelo de DMD estudado € a necrose, entretanto também ha a ativacao da via autofagica.
A autofagia parece ndo somente estar relacionada com a morte de fibras musculares adultas e

jovens, mas também com a diferenciacdo de mioblastos em cultura.
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7- PERSPECTIVAS

1- Avaliar a expressdo de marcadores caracteristicos de diferenciagdo muscular
esquelética como a-actina sarcomérica em culturas de C2C12 submetidas ao estresse

nutricional com ou sem inibidores farmacologicos de autofagia.

2- Auvaliar a diferenciacdo em células C2C12 cultivadas em meio de proliferacdo na

presenca do indutor de autofagia, Rapamicina.

3- Verificar a expressdo de outros marcadores relacionados a autofagia como outros
ATGs.
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