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Resumo:

A distrofia muscular de Duchenne é uma
doenga genética de heranga ligada ao X
recessiva, que afeta 1:3500-5000 meninos
mundialmente e é causada por mutagbées no
gene da distrofina, que codifica uma proteina
cuja falta resulta em degeneragdo muscular e
desencadeia uma resposta imune efetora
intensa, com liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias no tecido.

A terapia por imunoglobulina é aprovada
pela FDA nos EUA para tratar doencas
autoimunes e pode modular a resposta
inflamatéria por uma série de mecanismos
moleculares distintos.

Os animais 2KO foram divididos em
grupo controle e tratado com imunoglobulina
(IG) e comparados quanto as taxas de
atividade, histopatologia, sobrevida, além de
serem utilizados para obtencao de células para
ensaios imunoldgicos in vitro.

IG foi capaz de aumentar a sobrevida e
atividade dos animais, além de diminuir a
inflamacao muscular, a ativacdo das células
dendriticas e a liberacao de citocinas pro-
inflamatdrias, modulando a imunopatologia da
doenga.
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Introducao:

A distrofia muscular de Duchenne € uma
doenga genética neuromuscular de heranga
recessiva e ligada ao cromossomo X (l6cus
Xp21.2), causada por mutagdes no gene da
distrofina, que esta presente no sarcolema dos
musculos esqueléticos e cujo produto atua
como ponte de ligagéo entre os filamentos de
actina (citoesqueleto) e a matriz extracelular. A
falta da proteina, observada nos pacientes, que
geralmente  morrem de complicag6es
cardiopulmonares ao redor dos 20-25 anos de
idade, faz com que a membrana plasmatica que
reveste as miofibras seja altamente instavel e
pouco resistente *.

Uma série de terapias vém sendo
testadas em modelos de DMD '%; no entanto,
até o] presente momento, apenas
glicocorticoides sdo aprovados como método
de retardo da evolugcdo da doencga, dado seu
efeito imunossupressor no organismo, apesar
de seu uso a longo prazo poder provocar
mudancas comportamentais, hipertensdo e
obesidade, dentre outros sintomas, que né&o
séo tolerados por muitos pacientes.

A falta de distrofina no tecido resulta em
grave degeneragcao muscular, com substituicao
de musculo por tecido conjuntivo e adiposo.
Além disso, dada a instabilidade do sarcolema,
ocorre liberagdo no meio extracelular de
creatinofosfoquinase (CPK), ATP, padrbes
moleculares associados a danos (DAMPs) e
mRNAs, o que resulta em ativacdo da
imunidade inata por meio da interagao com Toll-
like Receptors e subsequente ativacao da via
de NF-xB, levando a um quadro de inflamagao
cronica no musculo, com acumulo de citocinas
pré inflamatérias, ativacdo de células
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dendriticas e macréfagos e eventualmente uma
resposta imune adaptativa mediada por
linfécitos TCD8* e TCD4+ 2.

A terapia IG vém sendo usada em
pacientes com deficiéncia na produgdo de
anticorpos ou como um agente modulador em
doencas autoimunes e inflamatorias. Os
mecanismos de agdo da terapia incluem
modulagao dos receptores Fc, neutralizagao de
autoanticorpos e eliminagédo das anafilatoxinas
C3a e Cha do sistema Complemento 34,

O uso da terapia resultou em dados
clinicos parcialmente satisfatérios em trabalho
realizado com camundongos mdx °, - modelos
de DMD que apresentam um fenétipo bem mais
leve gragas a mecanismos de regeneragao
histolégica n&o observados nos pacientes
humanos.

O objetivo deste trabalho é analisar o
potencial de IG em um modelo duplo knock-out
para os genes da distrofina e da utrofina (de
fungdo homologa), de fendtipo bem mais
severo e, portanto, equiparavel aos pacientes
humanos para avaliar-se parametros clinicos
com o uso dessa terapia.

Metodologia:

Camundongos duplo knock-out (Utrn
(tm1Jrs) Dmd (MDX) / J, The Jackson
Laboratory - EUA) foram divididos em dois
grupos: a) o grupo tratado recebeu doses
proporcionais ao peso (2 g de IgG por kg de
camundongo) de imunoglobulina G humana via
intraperitoneal e b) o grupo controle recebeu
doses equivalentes de solugdo salina injetavel
padrao a uma concentragdo de 10%. Os
animais foram injetados uma vez por més, com
inicio em 4 semanas de idade.

Ambos os grupos foram acompanhados
diariamente e as taxas de sobrevivéncia
analisadas por curvas tipo Kaplan-Meier, com o
numero de animais mortos de cada grupo e as
suas idades sendo adequadamente calculados
e incluidos nos dados para analise estatistica a
posteriori.

Para medir a taxa de atividade, o teste
de esteira foi usado, comegcando com uma
velocidade de 2 m / mine o aumentoede 1 m/

min a cada minuto concluido. Ha um estimulo
de choque no fundo da esteira que serve de
parametro para cessar a corrida dos animais.
Ao tocar no fundo da esteira, com estimulo de
choque, o animal é removido, colocado de volta
em sua gaiola e seu tempo de corrida é
anotado. Para cada dia de ensaio, uma simples
meédia aritmética para cada um dos grupos é
feita. Esta média & calculada pela soma dos
tempos de execucgao individuais de cada animal
dentro de um grupo naquele dia dividido pelo
numero total de representantes individuais

Para analisar o estado inflamatério dos
camundongos, 0s musculos quadriceps e
gastrocnémio foram extraidos de animais 2KO
tratados e controles para efeito de comparagao.
Para a analise histolégica os musculos dos
animais foram obtidos 20 dias depois de
receberem a segunda injecéo de
imunoglobulina (2° més) ou solugédo salina
padrdo no caso do grupo controle. Os
camundongos foram eutanasiados e os
musculos foram preservados em nitrogénio
liquido antes da montagem das l|aminas
histolégicas (armazenadas a -80 ° C).

Para experimentos de imunologia,
foram utilizados camundongos  wild-type
C57BL/6 saudaveis e os camundongos
afetados duplo knockout de ambos os grupos
controle e tratado com IG (também obtidos 20
dias apods a segunda dose de IG). Células
dendriticas (DCs) derivadas de medula éssea
foram obtidas desses 3 grupos utilizando-se
rGM-CSF e IL-4 8 sendo utilizadas para
analises por citometria de fluxo e ELISA.
Paralelamente, os bacos de todos estes
camundongos foram retirados, os linfocitos
obtidos e utilizados nos experimentos de
ELISA.

As  anadlises  estatisticas  foram
realizadas por meio do GraphPad Prism 5, por
meio de teste t de Student, na comparacao
entre apenas 2 grupos ou ANOVA no caso de
haver mais de 2 grupos envolvidos. As analises
de histologia muscular foram quantificadas
posteriormente por meio do software Image J e
submetidas a analise estatistica no Prism.
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Resultados Principais e Discussao:

IG aumenta a sobrevida dos animais
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Figura 1: Curvas Kaplan-Meier mostram que a
imunoglobulina aumenta a sobrevida dos
camundongos 2KO tratados com IG, n=35
controles e n=45 tratados analisados quanto a
porcentagem de sobrevivéncia, **p=0.0080.

Taxa de atividade é maior no grupo IG
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Figura 2: Teste de esteira mostrando que a
média das taxas de atividade € maior no grupo
IG do que no grupo controle, n=17 animais
tratados com IG e n=15 animais controle; os
dados sdo médias + erro-padrdo (SE),
*p=0.0080.

A terapia IG diminui a inflamag¢ao muscular
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Figura 3: Analise histolégica H&E mostra que
imunoglobulina diminui a porcentagem de
aglomerados  inflamatérios no  musculo
gastrocnémio (p=0.0033), o que também foi
observado no quadriceps (aumento de 20x)

A terapia IG modula respostas efetoras
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Figura 4: |G modula a imunidade inata,
diminuindo a expressdo de moléculas
coestimulatorias nas células dendriticas e a
imunidade adaptativa, diminuindo a liberagéo
de citocinas pro-inflamatérias. A citometria de
fluxo mostra diminuigdo na expressdo de
moléculas co-estimuladoras na superficie das
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DCs ativadas nos grupos tratados em
comparagdo aos controles (p=0.0094 para
MHC*, p=0.0091 para CD86"). Teste de ELISA:
p <0.0001 para IFN-y (mostrado na figura).

Abordagens terapéuticas recentes tém
focado no aumento da expressao de distrofina
por meio de terapia génica (exon skipping
therapy) ou na restauragéo do quadro de leitura
do gene, visando a obtengdo de um produto
proteico parcialmente funcional nos pacientes
de DMD. N&o obstante, essas abordagens sao
aplicaveis em apenas um grupo restrito de
pacientes com mutagdes tipo nonsense, que
levam a formagdo de um cdédon de parada
prematuro, quebrando o quadro de leitura do
gene e os custos sdo extremamente elevados
19 Nosso grupo demonstrou que é possivel
haver um musculo funcional nos modelos
caninos de distrofia de Duchenne Golden-
Retriever muscular dystrophy (GRMD) e
Labrador (LRMD), apesar da auséncia da
protéina distrofina no sarcolema muscular, o
que indica que outras abordagens terapéuticas
nao diretamente relacionadas a hiperexpressao
da distrofina devam ser testadas 7.

Neste trabalho mostramos que a
terapia IG modula a fisiopatologia da DMD,
aumentando significativamente o tempo de
vida dos camundongos afetados bem como
sua capacidade motora. A IG parece ter um
papel modulador nas respostas imunes
inatas, consequentemente afetando a
imunidade adaptativa, dado que foi
observada uma diminui¢cdo significativa na
ativagcao das DCs (MHC*, CD40* e CD86 *)
em animais tratados com IG em comparagao
com os controles. A analise ELISA também
detectou uma diminuicdo nas citocinas pro-
inflamatoérias TNF-a, IFN-y e IL-2 no grupo
tratado com |G, atenuando assim a
inflamagao tecidual e reforgando um papel da
imunoglobulina na modulagdo da patologia
da distrofia muscular nos animais afetados.

Conclusoes:

Em suma, os resultados do presente
estudo podem abrir novas perspectivas para
o tratamento da DMD, diminuindo a
progressdo do processo distrofico e
aumentando a expectativa de vida dos
pacientes com menos efeitos colaterais do
que os glicocorticoides atualmente utilizados
10 (e ndo tolerados por uma série de
pessoas), pois consiste em anticorpos
policlonais purificados de soro de doadores
humanos saudaveis. Além disso, IG ¢é

também uma terapia aprovada pela FDA ja
em uso para o tratamento de pacientes com
doengas autoimunes, o que facilita a
aprovacgao ética de seu uso futuro, para que
possamos testa-la em nossos pacientes no
Centro do Genoma da USP.
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