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RESUMO

As distrofias musculares progressivas (DMP) incluem um grupo
heterogéneo de doencas hereditarias que se caracterizam pela
degeneracdo  progressiva do  musculo  esquelético e
comprometimento multisistémico incluindo o sistema nervoso
central (SNC). Neste contexto, foram abordadas a distrofia
muscular de Duchene (DMD) e a distrofia miotonica (DM). A
DMD esta ligada ao cromossoma X, possui carater recessivo e
geralmente se manifesta na primeira infincia. Apresenta
deficiéncia na producdo de distrofina que ¢ uma proteina
localizada na superficie interna do sarcolema. No presente estudo,
foi avaliado o envolvimento do SNC e os processos inflamatdrios
envolvidos nos distirbios cognitivos da DMD em modelo animal.
Em rela¢do a DM, que é de heranga autossdmica dominante, foi
avaliada a interacdo entre biomarcadores e transtornos
psiquiatricos em pacientes com DM. O presente estudo foi
dividido em duas etapas: 1) um estudo pré-clinico utilizando
camundongos mdx e Wild-type (selvagens) e; 2) a fase clinica,
em que foram avaliados pacientes com DM. No estudo pré-
clinico, camundongos mdx foram submetidos a testes para
avaliagdo da memoéria e comportamentos relacionados a
depressdo e ansiedade. ApoOs os testes comportamentais, oS
animais foram mortos para analise dos niveis de citocinas,
atividade da mieloperoxidase (MPO) da Sinaptofisina e PSD 95.
Em relagdo ao estudo clinico, foi realizado com pacientes da
Associacdo  Sul Catarinense de Distrofias Musculares
Progressivas (ASCADIM). Nestes pacientes foram aplicados
testes para avaliacdo de memoria, avalia¢do clinica para doencas
psiquiatricas e dosagem do fator neurotrofico derivado do cérebro
( BDNF), enolase e S100B. No estudo pré-clinico, os resultados
foram significativos para habituagcdo ao campo aberto mostrando
prejuizo na memoria de habituacdo. No teste de esquiva
inibitoria, houve comprometimento da memoria aversiva e no
teste de reconhecimento de objetos, mostraram comprometimento






da memoria de reconhecimento de objetos de curto e longo prazo.
Nao apresentaram comportamento relacionado com ansiedade,
mas sim do tipo depressivo. Os niveis de citocinas como o fator
de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina (IL-1p), mostraram-se
aumentados nos animais mdx e o mesmo ocorreu com a
atividadade da mieloperoxidase. Sinaptofisina ¢ PSD-95, ndo
mostraram alteragdes. Em relagdo ao estudo clinico, nos pacientes
com DM, cinco pacientes apresentaram transtornos psiquiatricos
e baixos niveis séricos de BDNF. Este estudo mostrou que
camundongos mdx apresentam comprometimento na memoria de
habitua¢do, memoria aversiva ¢ memoria de reconhecimento de
objetos. Também foi observado que ndo apresentam
comportamento do  tipo  ansioso, mas  apresentaram
comportamento do tipo depressivo, constatando assim o efeito
isolado da perda de distrofina no comprometimento
neurocognitivo. No estudo clinico, observamos que a maioria dos
pacientes com DM apresentam importante envolvimento do SNC
caracterizado por transtornos psiquidtricos, comprometimento
cognitivo e baixos niveis de BDNF.

Palavras-chave: Distrofia muscular de Duchene, Distrofia
Miotbnica, avaliacdo psiquiatrica, testes cognitivos, cérebro,
BDNF, citocinas.






ABSTRACT

Progressive  muscular  dystrophies (WMD) include a
heterogeneous group of hereditary diseases characterized by
progressive degeneration of skeletal muscle and multisystemic
involvement including the central nervous system (CNS). In this
context, Duchene muscular dystrophy (DMD) and myotonic
dystrophy (DM) were addressed. DMD is attached to the X
chromosome, has a recessive character and usually manifests in
early childhood. It presents deficiency in the production of
dystrophin which is a protein located on the inner surface of the
sarcolemma. In the present study, the involvement of the CNS
and the inflammatory processes involved in the cognitive
disorders of DMD in the animal model were evaluated.
Regarding DM, which is of autosomal dominant inheritance, the
interaction between biomarkers and psychiatric disorders in
patients with DM was evaluated. The present study was divided
into two stages: 1) a preclinical study using mdx and wild-type
mice; 2) the clinical phase, in which patients with DM were
evaluated. In the preclinical study, mdx mice underwent tests for
memory evaluation and behaviors related to depression and
anxiety. After the behavioral tests, the animals were killed for
analysis of cytokine levels, myeloperoxidase activity,
Sinaptophysin and PSD 95. In relation to the clinical study, it was
performed with patients from the Southern Catarinense
Association of Progressive Muscular Dystrophies (ASCADIM).
In these patients, tests were applied for memory evaluation,
clinical evaluation for psychiatric diseases and the measurement
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), enolase and S100.
In the preclinical study, the results were significant for
habituation to the open field showing impairment in habituation
memory. In the inhibitory avoidance test, there was impairment
of aversive memory and in the object recognition test, they
showed impairment of the recognition memory of short and long
term objects. They did not present an anxiolytic type of behavior,
but rather of the depressive type. The levels of cytokines such as






tumor necrosis factor (TNF-a) and interleukin (IL-1f) were
increased in mdx animals, as did myeloperoxidase activity
(MPO). Sinaptophysin and PSD-95, showed no alterations.
Regarding the clinical study, in patients with DM, we have that
five patients presented psychiatric disorders and low serum levels
of BDNF. This study showed that mdx mice present memory
impairment of habituation, aversive memory and object
recognition memory. It was also observed that they did not
present an anxious type behavior, but presented a depressive type
behavior, thus confirming the isolated effect of dystrophin loss on
neurocognitive impairment. In the clinical study, we observed
that the majority of patients with DM present an important CNS
involvement characterized by psychiatric disorders, cognitive
impairment and low levels of BDNF.

Key-words: Duchenne muscular dystrophy, Myotonic dystrophy,
psychiatric evaluation, cognitive tests, brain, BDNF, cytokines.
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1 INTRODUCAO

As Distrofias Musculares Progressivas (DMP) englobam um grupo de
doengas genéticas caracterizadas por degeneracdo do tecido muscular. A
apresentacdo clinica exibe um espectro variavel, tanto no que diz
respeito @ musculatura envolvida, complicacdes cardio-pulmonares,
idade de inicio dos sintomas, velocidade de progressao, quanto no modo
de heranca genética (Bischoff, 1991). Sdo consideradas miopatias
porque ndo ha sinais de desnervagdo ou déficit sensitivo e
histologicamente apresentam degeneracdo irreversivel da musculatura
esquelética (Caromano, 1999).

Existem diferentes formas de DMP, que se diferenciam de acordo com
a musculatura comprometida, a forma de heranca genética, a idade de
inicio da sintomatologia e velocidade de evolugdo. As DMPs podem ser
classificadas de acordo com o tipo de heranga genética:

a)Formas recessivas ligadas ao cromossoma X:

Distrofia muscular do tipo Duchene;

Distrofia muscular tipo Becker

Distrofia de Emery-Dreyfuss

b) Formas autossdmicas recessivas:

Distrofia muscular de tipo Cintura

Distrofia muscular congenita

Distrofia muscular da primeira infancia

c)Formas autossomicas dominantes:

Distrofia Miotdnica

Distrofia muscular do tipo Fascioescapuloumeral;

Distrofia muscular distal

Distrofia muscular Oculofaringea.

O foco deste estudo foi a distrofia muscular de Duchene (DMD) ¢ a
distrofia Miotonica. Ambas possuem progressdo rapida e como as
demais, ainda desafiam os pesquisadores e terapeutas quanto ao padrdo
degenerativo e terapéutico. Em uma revisdo sistematica realizada entre
1960 e 2013, onde foram incluidos 38 artigos de 19 paises, a prevaléncia
combinada total para todas as distrofias variou entre 19,8 e 25,1 por
100.000 apresentando valores de 1,7 -4,2 para DMD e 0,5-18,1 para
DM. A variabilidade foi atribuida a uma grande variedade na
metodologia dos estudos em relag@o aos procedimentos diagndsticos das
populagdes estudadas, o que contribuiu para a alteracdo da prevaléncia
(Theadom et.al., 2014). Outra revisdo sistematica incluindo 167 artigos,
no periodo entre 1985 a 2011, mostrou uma prevaléncia global
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combinada de 16,14 por 100.000, sendo 8,26 para DM (Mabh, et.al.,
2014).

1.1. Distrofia Muscular de Duchene

A DMD ¢ uma das DMP ligadas ao cromossoma X, de carater
recessivo e atinge principalmente individuos do sexo masculino.
Geralmente se apresenta na primeira infincia, caracterizada por atraso
nos marcos de desenvolvimento motor. A DMD leva ao
enfraquecimento da musculatura esquelética e é conhecida por ser o tipo
mais comum e grave, pelo seu inicio precoce e pela rapidez da evolugio
dos sintomas (Matthew, 2013; Ljubicic et.al., 2014; Topaloglu, 2013).

A DMD ocorre pela anormalidade genética no brago curto do
cromossomo X (lécus Xp21.2), responsavel pela produgdo da proteina
distrofina. Devido a complexidade e tamanho do gene, ocorre uma
parada prematura da sua transcricdo génica e codificacdo anormal da
proteina, facilmente degradada por proteases endogenas (Seixas et.al.,
1997; Kaplan e Hamroun, 2013). A proteina distrofina, associada em
trama com a matriz extracelular, forma o complexo oligométrico de
glicoproteinas, localizada na superficie interna do sarcolema e
responsavel pela manutengdo do bom funcionamento muscular.
Portanto, a deficiéncia desta proteina leva a uma hipersensibilidade da
fibra muscular, deixando-as suscetiveis a lise osmoética (Kaplan e
Hamroun, 2013).

A distrofina é uma proteina localizada na superficie interna do
sarcolema, e sua principal fungdo é a de possibilitar uma conexdo da
membrana celular a0 mecanismo contratil da actina e aos filamentos de
miosina e, externamente, com a membrana basal. A distrofina liga-se a
um amplo complexo glicoproteico que envolve o sarcolema e liga-se a
lamina basal, na matriz extracelular. A organizagdo e as propriedades
caracteristicas de articulagdo das moléculas de distrofina conduzem ao
nivel de elasticidade da membrana celular. Assim, ela protege a
integridade da membrana durante os processos de contragdo e
relaxamento.

A mutagdo patogénica do gene DMD causa alteracdo na expressao da
distrofina, e quando esta proteina ndo ¢é sintetizada, ocorre uma
diminui¢do da permeabilidade da membrana muscular, permitindo que
uma quantidade excessiva de calcio se acumule no interior da célula.
Essa condi¢do leva a uma supercontratura miofibrilar, degradagdo das
fibrilas e distirbios metabdlicos que culminam com a morte da fibra
muscular (Belanto et.al., 2014; Anderson et.al., 2002).
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De acordo com Belanto (2014), no misculo distréfico, a diminuigdo
da sintese de distrofina se correlaciona com varios fenotipos
fisiopatoldgicos, incluindo uma dramatica redugdo do potencial de
contragdo e regeneragdo muscular, levando ao actimulo de tecido
adiposo e conjuntivo.

A DMD afeta toda a musculatura esquelética de forma degenerativa e
progressiva sendo que as primeiras manifestagcdes clinicas ocorrem por
volta dos trés anos de idade quando a crianga passa a apresentar
dificuldade para erguer-se do chdo sem auxilio e usando as maos como
apoio. Quedas frequentes, dificuldade para subir escadas, correr e
levantar do chdo também estdo presentes (Dubowitz, 1995).

O comprometimento muscular ¢ simétrico e inicia pelos musculos da
cintura pélvica e posteriormente para os membros superiores, enquanto a
debilidade muscular agrava de forma progressiva levando a
incapacidade de deambular por volta dos 10 anos a partir do inicio dos
sintomas. Em torno da segunda, inicio da terceira década, os pacientes
vao a 6bito por faléncia respiratoria e cardiaca (Kwon et al., 2012; Allen
etal., 2013).

O diagnoéstico ¢é realizado a partir do quadro clinico, dosagem da
creatinoquinase (CPK) no soro, biopsia muscular e exame de DNA para
investigacdo da dele¢do no gene da distrofina (Ciafoloni et.al., 2009). A
abordagem terapfutica inclui o uso de corticoide e tratamento
fisioterapico, sendo que os glicocorticoides retardam a progressdo da
doenca e melhoram a fun¢do motora em curto prazo, porém, o uso
continuado deste, leva aos efeitos colaterais conhecidos e que devem ser
monitorados (Manzur et.al., 2008). A corticoterapia deve ser iniciada a
partir do momento em que o desenvolvimento motor do paciente piora e
antes que inicie a perda das habilidades (Bushby, et.al., 2010).

1.1.1 Inflamacao na Distrofia Muscular de Duchenne

Por consequéncia das alteragdes da membrana celular causadas pela
auséncia da proteina distrofina, uma série de distirbios fisiologicos
ocorre em pacientes com DMD. Devido a uma resposta de defesa do
organismo apds um dano celular, pacientes com DMD apresentam um
quadro cronico de inflamagdo no tecido muscular e cerebral (Oqura
etal., 2014). A reacdo inflamatdria caracteriza-se por um evento
interrelacionado, com o aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade
vascular, exsudacdo de fluido, acimulo de leucdcitos e macrofagos,
formag@o de tecido de granulagdo e reparo tecidual. Durante o processo
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inflamatdrio, monoécitos ndo diferenciados passam a ser chamados de
macréfagos, e possuem papéis fisiologicos importantes participando na
fase final do processo inflamatério agudo, fagocitando patégenos,
detritos celulares ou contribuindo para o reparo tecidual através da
liberagdo de citocinas que induzem revascularizagdo ou recrutamento de
fibroblastos com formagdo da matriz extracelular (Lima et.al., 2007).

As citocinas s3o polipeptideos produzidos por diversos tipos de
células no local da lesdo e pelo sistema imunolégico, e com frequéncia
sdo formadas em sistema de cascata, ou seja, uma citocina estimula suas
células-alvo a produzir mais citocinas. Elas por sua vez, se ligam a
receptores especificos, ativando mensageiros que regulam a transcri¢cdo
génica, influenciam a proliferagdo, diferenciagéo, atividade e sobrevida
da célula imunoldgica, além de regular a atividade de citocinas pré e
anti-inflamatoria (Oliveira et.al., 2011).

A interleucina IL-1 ¢ TNF-a s@o produzidos por praticamente todos
os tipos de células nucleares, incluindo macrofagos, mondcitos, linfocito
B, células natural Killer (NK), astrocitos, fibroblastos, neutréfilos,
células endoteliais e células de musculatura lisa. A IL-1f é uma citocina
que se liga a diferentes receptores celulares e sua importincia nas
respostas imunolégicas baseia-se na sua capacidade de aumentar a
ativagio de linfocitos T auxiliares (Th). E secretada pelas células
apresentadoras de antigeno (APC) em contato com uma célula Th
antigenoespecifica e especifica para o complexo principal de
histocompatibilidade. Através da sua capacidade de potencializar a
ativagdo das células Th, a IL-1 ¢ o TNF-a podem promover respostas
imunes tanto humorais quanto celulares. Entre os principais efeitos da
IL-1PB esta, além da co-estimulagdo das APC e células T, o crescimento
das células B e produgio de Ig, ativagdo de fagdcitos e da inflamagdo. O
TNF-a possui efeito semelhante a IL-1p, além de contribuir na trombose
vascular e necrose tumoral (Oliveira et.al., 2011; Stites et.al., 2000).

Tanto a IL-1B quanto o TNF-o sd3o capazes de ativar células
endoteliais e consequentemente, promover a marginagdo e migracao de
neutréfilos para uma area inflamada. Ambos induzem a produgdo de
fatores de crescimento endotelial e possuem atividade angiogénica. De
maneira sinérgica e mediados através do hipotdlamo, atuam como
pirogénios enddgenos e estimulam a secrecdo do fator de liberagdo da
corticotropina, que por sua vez estimula a liberagdo do hormdnio
adrenocorticotropico da  hipofise, induzindo a produgdo de
glicocorticoides pelas supra-renais.

Esta ativagdo de eixo hipotalamo-hipo6fise-supra-renal possui efeitos
antinflamatdrios, visto que os glicocorticoides suprimem a produgdo de
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IL-1B e TNF-a (Stites et.al., 2000). Ja a interleucina IL-10 ¢ produzida
tardiamente no processo de ativagdo por células TH2, células T CDS,
mondcitos, queratindcitos e células B ativadas. E originalmente
denominada como fator inibidor da sintese de citocinas, por possuir
capacidade de inibir a produgdo de citocinas por linfocitos T ativados.
Por outro lado, a IL-10 também possui um efeito co-mitogénico direto
sobre os mastdcitos, as células T e as células B, além de promover a
produgdo de anticorpo pelas células B. Ou seja, inibem a agdo das
citocinas IL-1B ¢ TNF-a, além de estimular a produgdo endogena de
outras citocinas anti-inflamatoérias (Stites et.al., 2000).

Na DMD, a lesdo muscular é exacerbada por um processo
inflamatdrio cronico, do qual participam citocinas ¢ demais células do
sistema imunologico. Dentre elas, destacam-se os mastécitos que se
acumulam no sitio da leséo, liberando mediadores como TNF-a, IL-1f e
IL-10. No musculo distrofico, macréfagos produzem niveis elevados de
interleucinas e enzima arginase, que converte arginina em ornitina e
uréia, aumentando o processo inflamatério (Tidball et.al., 2010). No
camundongo mdx, observa-se a presenca de macrofagos no tecido
muscular ja na fase inicial da doenga, e parecem desempenhar um papel
alterado no musculo distrofico, diferente das lesdes agudas, onde
macréfagos entram no local apds ocorrer a lesdo (Gordon et.al., 2005).

Estudos recentes mostram que a inflamag@o tem um papel importante
no processo fisiopatolégico da DMD e a importincia da distrofina na
aprendizagem e na memoria ¢ avaliada, assim como o papel dos
mediadores inflamatérios encontrados elevados nas distrofinopatias
(Rae e O’Malley, 2016). J4& MPO tem seu envolvimento descrito em
uma série de doencas tais como a Aterosclerose, Doenca de Alzheimer e
Esclerose Multipla (Hoy et al 2005).

O envolvimento de reagdes inflamatorias associadas a espécies
antioxidantes e mieloperoxidase na doen¢a de Alzheimer, também
foram questionados por Lefkowitz & Lefkowitz (2008), propondo que
esta enzima seja alvo de estudo em doengas neurodegenerativas.

Hodgetts et.al. (2006) apresentaram em seu estudo aumento dos niveis
de TNF-a durante a necrose de musculos gastrocnémios em
camundongos mdx. Além disso, a eficiéncia no reparo do musculo
esquelético em camundongos distréficos mdx demonstrou ser
dependente do controle da produgdo de TNF-a local. Esta alteracdo
também foi encontrada em pacientes com DMD, quando Abdel-Salam
et.al. (2009) encontraram no soro desses pacientes um aumento de nos
niveis de TNF-a, quando comparado com o grupo controle.

Os mecanismos que conduzem as lesdes do SNC na DMD ainda sdo
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desconhecidos, apesar dos esfor¢os para identificar a localizagdo da
distrofina e suas isoformas no cérebro. Nico et.al. (2004) demonstraram
que camundongos mdx apresentam uma barreira hematoencefilica
funcional e estruturalmente alterada, com aumento da permeabilidade
vascular e alteragdes ultraestruturais e moleculares graves das células
gliais e endoteliais. Uma das teorias para o aumento da permeabilidade
da Dbarreira hematoencefalica na DMD ¢é a ativagdo do sistema
imunologico na periferia, aumentando a passagem de citocinas pro-
inflamatdrias para o SNC e iniciando um processo neuroinflamatorio
que pode ser associado a disfung@o cognitiva (Marin e Kipnis, 2013).

1.1.2 Comprometimento do Sistema Nervoso Central na Distrofia
Muscular de Duchenne

Entende-se por aprendizagem, o mecanismo através do qual
adquirimos o conhecimento. Ja a memoria é o processo que codifica e
rettm o conhecimento (Kandel et al, 2007). A memoria pode ser
subdividida em implicita e explicita, porém, nem sempre isto ocorre. Ao
lembrar como realizar alguma tarefa, estd em acdo a memoria implicita,
ou seja, ¢ a recordacdo incosciente. Esta compreende habilidades
reflexas motoras ou preceptoriais ¢ € controlada pela estrutura do corpo
estriado e conexdes. Ja o reconhecimento de pessoas, lugares e a relagdo
entre estes fatos, ¢ a chamada memoria explicita, consciente e que
depende da integridade do hipocampo e estruturas relacionadas ao lobo
temporal e leva a recordagdo consciente sobre fatos e eventos (Milner et
al , 1998). Sdo processos que ocorrem por circuitos cerebrais que
incluem o hipocampo e conexdes (Izquierdo, 2002).

Alguns estudos considerados pioneiros mostram evidéncias de
comprometimento da fun¢do cognitiva na DMD, comprovando declinio
do desenvolvimento global, principalmente na area da linguagem e
locomogdo (Smith et.al. 1990). Mesmo antes disso, Karagan e
Zellweger (1980), mostraram que a expressdo verbal e a memoria
também estavam envolvidas. Vermasch et.al. (1966), demostravam em
estudos neuropatologicos, emaranhados de neufibrilas em varias regides
do cérebro de pacientes com DMP especialmente na regido do
hipocampo.

Pacientes com DMD que apresentam atraso mental somam 30% dos
individuos diagnosticados, prevaléncia maior do que a populacdo em
geral, que possui taxa de aproximadamente 1%. Outra medida de
comparagdo ¢ o coeficiente de inteligéncia (QI), onde pacientes afetados
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apresentam indice de 85, enquanto a populagdo geral oscila entre 90 e
120 (Nardes et.al., 2012).

Em estudos mais recentes avaliando portadores de DMD, constatou-se
que os déficits podem ser mais amplos afetando os processos de
informac¢8o, memoria de curto prazo e fung¢des executivas, mas, a
natureza da disfuncdo cognitiva associada com a distrofina, ainda ndo
esta clara (Claussent et.al., 2015). Logo, o entendimento de todas as
caracteristicas clinico-patologicas destas lesdes e seus mecanismos,
torna-se importante para o diagndstico ¢ desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas (Yamamoto etal., 2014). Além do
comprometimento cognitivo, observa-se nesses individuos maior
frequéncia de doencgas psiquiatricas, como o Transtorno de Déficit de
Atencdo e Hiperatividade (TDAH) (Nardes et.al., 2012), além de outros
transtornos psiquiatricos como fobia, transtornos do humor e transtornos
de ansiedade que também foram evidenciados (Duonil et.al., 2012).

Tanto a distrofina como a utrofina, proteina homdloga a distrofina e
também localizada na regido subsarcolemal, estdo presentes no SNC. A
distrofina encefélica estd localizada na membrana pds-sindptica cortical
e nos neurdnios do cerebelo. O cerebelo expressa uma isoforma de
distrofina, a P-distrofina, diferindo em apenas poucos aminoacidos ¢ se
localiza apds as células de Purkinje. A C-distrofina se expressa nas
células piramidais do cortex e no hipocampo, ao longo da membrana do
corpo celular e dendritos. Sendo assim, a auséncia da distrofina pode
estar relacionada a alteragdes da fungdo neuronal (Anderson et.al.,
2002).

Além disso, a auséncia da distrofina em tecido encefalico de animais
mdx ¢ associada a alteragcGes importantes como o estresse oxidativo
(Comim et.al., 2009), diminui¢do dos niveis de BDNF (Comim et.al.,
2009) e da atividade da acetilcolinesterase (Comim et.al., 2011),
alteragdo do metabolismo energético (Tuon et.al., 2010) e da atividade
das enzimas do ciclo de Krebs (Comim et.al., 2016). Estudos mostraram
que a deficiéncia de distrofina em estruturas encefalicas como o
hipocampo e neocortex, esta relacionada a prejuizos na retengdo de
memoria e atrasos nas tarefas de aprendizagem (Nardes et.al., 2012).

A falta de distrofina altera a homeostase do calcio e a fungdo neuronal
do hipocampo, relacionando-se a déficits na memoria de longa duragao.
Em camundongos mdx, evidencia-se encolhimento neural de até 50% no
cortex e tronco encefalico (Anderson et.al., 2002), e a bioenergética do
SNC mostra aumento do nivel de fosfato inorgénico, indicativo de
patologia no encéfalo (Anderson et.al., 2002). Em pacientes, ha
evidéncias de altera¢des na arquitetura do SNC, anormalidades nos
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dendritos e perda de neurdnios (Anderson et.al., 2002). Além disso, o
eletroencefalograma mostra-se alterado devido a auséncia de distrofina
na fungdo sinaptica (Brandsema et.al., 2015).

Neste sentido os estudos tém sugerido que a distrofina possa
desempenhar um papel estabilizador nos neurénios, semelhante a sua
funcdo na célula muscular, contribuindo, assim, para a integridade das
sinapses. A distrofina estd localizada nos dendritos e tende a se agregar
nas densidades pos-sinapticas, sugerindo seu possivel papel na
transmissdo neural e nos processos de aprendizado e memoria (Billard
et.al., 1992). Na DMD, prejuizo no aprendizado ¢ na memoria vem
sendo descritos tanto em estudos pré-clinicos como clinicos (Billard
et.al., 1992; Anderson et.al., 2002; Nardes et.al., 2012).

A falta de distrofina em camundongos mdx também pode alterar a
proliferagdo, a sobrevivéncia e/ou a diferenciagdo de neurdnios (Deng
et.al., 2009; Licursi et.al., 2012) além de modificar a migragdo neuronal
(Waite, 2012). Esta hipotese também ¢é apoiada por varios estudos
neuroanatdmicos em camundongos mdx apontando para a presenga de
reorganizagdes arquitetonicas em redes neuronais e/ou interneuronais
em areas corticais e hipocampais (Carretta et.al., 2004; Del Tongo et.al.,
2009; Minciacchi et.al., 2010).

Uma parte significativa dos déficits de aprendizagem e memoria em
pacientes com DMD (Lorusso et.al., 2013) e camundongos mdx
(Vaillend et.al., 2004) estdo relacionados a disfun¢do do hipocampo.
Um recente estudo demonstrou uma reducdo significativa no numero de
neurénios corticais e hipocampais em camundongos mdx (Miranda
et.al., 2016). Vaillend et.al. (2004) demonstraram um aumento anormal
do potencial de longa duragdo (LTP) na regidao CA1 do hipocampo em
camundongos mdx, afetando a fase de manutengdo da LTP tanto na
eficacia sindptica como na excitabilidade neuronal, alterando a fungdo
sinaptica e os processos de aprendizado e memoria.

A memoria consiste em um processo cognitivo que pode ser definida
como a capacidade de aquisi¢do, formagao, conservagdo e evocacgio de
informagdes, sendo este um sistema complexo e multifacetado, que
envolve uma variedade de mecanismos neurais. A memoria serve de
base para a aprendizagem, podendo ser definida como uma mudanca de
comportamento que apresenta como principal caracteristica a aquisi¢cdo
de uma determinada informagdo sendo necessario para que isto ocorra,
que as fung¢des sinapticas envolvidas no processo exer¢am suas fungdes
sem alteracdes (Izquierdo, 2011; Fuentes et.al., 2014; Alberto et.al.,
2015).
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O processo de sinaptogénese caracteriza-se por mudancas bioquimicas
e morfologicas em elementos pré e/ou pos-sinapticos. Como exemplo
desses elementos pode-se citar as proteinas de vesiculas pré-sinapticas,
como a sinaptofisina que esta envolvida na formacao e na plasticidade
das sinapses (Kim et.al., 2003). A sinaptofisina desempenha importante
funcdo tanto na biogénese quanto na exo-endocitose das vesiculas
sinapticas (Ferreira, 2006).

Outra proteina importante para os processos sinapticos € a proteina de
densidade pos-sinaptica PSD-95. A PSD ¢é uma rede protéica composta
por proteinas estruturais e de ancoramento, moléculas de adesdo e
enzimas de sinalizacdo celular. A PSD organiza e reiine receptores,
canais i6nicos, proteinas quinases ¢ fosfatases. Normalmente, a area de
PSD ¢ proporcional ao numero de receptores pos-sindpticos (Nusser
et.al.,, 1998). Sendo assim, a for¢a da sinapse pode ser estimada pelo
tamanho da PSD. A proteina PSD-95 ¢ importante no ancoramento de
receptores de glutamato as proteinas de sinaliza¢do e ao citoesqueleto
neuronal (Hering a Sheng, 2001; Gerrow et.al., 2000).

1.2.3 Modelo Animal de Distrofia Muscular de Duchenne

Pesquisas realizadas com animais sempre foram polémicas e repletas
de controvérsias. No entanto, estratégias de tratamento de doencas
osteomusculares estdo sendo validadas através de estudos em animais e
sobre seus resultados existem poucas contradigdes. A partir da
identificacdo do gene defeituoso da DMD em humanos, tornou-se
possivel encontrar o mesmo defeito em outros animais, como cdo, gato ¢
camundongo. Entre as espécies pesquisadas, chegou-se ao consenso que
o camundongo mdx possui o maior numero de caracteristicas em
comum, ainda que haja diferencas importantes na fisiopatologia de
ambos (Partridge, 2013).

Estudos genéticos mostraram que o camundongo mdx possui mutagdo
no gene da distrofina, assim como em humanos. Ele também apresenta
intenso infiltrado inflamatorio nas areas de mionecrose, mas difere dos
humanos por ndo apresentar intensa fibrose e depdsito de tecido adiposo
no musculo. A degeneragdo e fibrose do tecido do diafragma sdo muito
semelhantes entre os dois, assim como o processo de envelhecimento e
sobrevida diminuida. Portanto, o camundongo mdx ¢é considerado o
modelo animal mais aceito para estudos de doengas que tem como
principal causa a deficiéncia da distrofina. Esses animais permitem a
realizacdo de estudos criteriosos com a utilizagdo de agentes
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moduladores, capazes de modificar o curso da doenga e possibilitar
avangos no tratamento da DMD (Kaplan, 2013).

O sistema musculo esquelético do camundongo mdx sofre
degeneracdo e ciclos de regeneracdo semelhante aos humanos com
DMD, de forma mais aguda entre as idades de 3 e 10 semanas. Observa-
se melhora do processo degenerativo apds 10 semanas de idade e ¢é
atribuida a supra-regulacdo da proteina utrofina, um homologo da
distrofina. Outro modelo animal que apresenta a fisiopatologia
semelhante 8 DMD ¢ o modelo canino do golden retriever (GRMD),
cujas caracteristicas se aproximam do camundongo mdx, mas devido a
limitada disponibilidade destes animais e os custos de manutengao, a sua
utilizagdo seria limitada (McDonald, 2013). Portanto, levando em
consideragdo todos estes critérios, o modelo com roedores é o mais
utilizado.

1.1.2 Distrofia Miotonica

A DM ¢ a DMP mais comum em adultos. Atinge ambos os sexos e
sua heranca ¢ autossomica dominante resultante de uma repeti¢do de
nucleotideos CTG, na regido trés do gene da distrofia miotonica ligado a
proteina quinase (DMPK) no cromossoma 19 (Brook et.al., 1992), sendo
a probabilidade de uma crianga herdar distrofia mioténica de um dos
pais portadores de 50%.

Pessoas portadoras do gene alterado (DMPK) podem permanecer
assintomaticas durante toda a vida ou apresentar apenas sinais leves,
porém o nuimero de repetigdes CTG tende a aumentar com o passar de
geracdes, ou seja, a mutagdo tende a se expandir. Este mecanismo
dindmico de apresentagdo da mutagdo pode explicar a antecipacdo
clinica, parte da variabilidade clinica e também a ocorréncia de formas
congénitas graves quase que exclusivamente em familias de mulheres
afetadas (Varinzof e Zatz, 2003).

A doenga ¢ classificada em trés formas clinicas principais sendo a
forma classica a mais prevalente. Atinge adolescentes ou adultos jovens
e se caracteriza por fraqueza muscular e fendmenos miotonicos. Pode
ocorrer ainda ptose palpebral, calvicie precoce no sexo masculino,
dificuldade na fala e degluticdo, alteracdes hormonais e cardiacas
enquanto que a forma leve, de inicio tardio, apresenta pouca ou
nenhuma manifestagdo muscular. A forma congénita que é a mais grave
se caracteriza por hipotonia muscular ao nascimento, retardo no
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desenvolvimento neuropsicomotor e problemas relacionados ao
aparelho respiratorio e digestorio (Varinzof e Zatz, 2003).

A miotonia (dificuldade de relaxamento muscular) ¢ uma das
caracteristicas da doenga e é importante salientar o padrdo de fraqueza
que acomete os portadores comprometendo principalmente os musculos
da face e da mandibula, assim como a ptose palpebral e a fraqueza dos
musculos do pescoco, sendo que no inicio, a musculatura da coxa,
ombro e tronco sao poupados (Varinzof e Zatz, 2003).

Em relagdo ao comprometimento cardiaco, ocorre uma perturbagéo
do ritmo detectavel ao eletrocardiograma (ECG) que vai mostrar atraso
de conducdo, podendo estar associado com morte stbita e os preditores
deste evento sdo: taquiarritmias atriais, intervalo PR superior a 240
milisegundos, QRS de condugdo aberrante e diferentes graus de
bloqueio sendo que o distirbio de condugdo AV esta associado a um
risco maior de arritmias ventriculares (Benhayon et.al., 2015).

Ja no sistema respiratdrio, como ha comprometimento do diafragma e
dos musculos intercostais, ocorre dificuldade de eliminagdo de secregdes
levando aos quadros infecciosos de repeticdo. No sistema digestorio, a
degluticdo pode apresentar alteragdes decorrentes da miotonia dos
musculos responsaveis pelo processo e episodios de dor em colica
ocorrem pela contragdo desordenada dos muisculos da parede intestinal o
que ja levou pacientes a cirurgia por dificuldade diagnodstica (José B.et
al, 2003).

1.1.3.1 Comprometimento do Sistema Nervoso Central na Distrofia
Miotonica

A maior parte dos estudos sobre o envolvimentos do SNC nas DMP
estdo vinculadas a DMD, entretanto, alguns estudos evidenciam também
alteragbes na DM. Os sintomas neuroldgicos s3o atualmente
reconhecidos como caracteristicas clinicas frequentes da doenga (Emery,
1991; Brook et.al., 1992; Meola e Sandone, 2007), e a disfuncdo
cognitiva na DM esté associada a lesdes da substincia branca cerebral e
atrofia cerebral (Minnerop et.al., 2011, Jakkani et.al.,, 2012). Os
sintomas no SNC podem incluir desde um comprometimento cognitivo
a hipersonoléncia, sensibilidade aumentada a agentes anestésicos,
hipoventilagdao central, disfun¢do neuroendocrina e distirbios de
personalidade e comportamento (D'Angelo e Bresolin, 2006).

Na DM, os pacientes apresentam deterioragdo significativa nas
fungdes linguisticas, além de um declinio nas habilidades executivas,
confirmando assim, o envolvimento das fungdes cognitivas (Modoni
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et.al., 2008). Neste contexto, pesquisas recentes sugerem anormalidades
cerebrais difusas entre pacientes com DM como alteragdes do sistema
glutamatérgico (Takado et.al., 2015), e disfungdes de memorias
visuoespaciais e executivas (Meola et.al., 1999; Modoni et.al., 2008).

Neste contexto, estudos mostram que trés substancias presentes no
plasma de individuos saudaveis, quando sdo encontradas em niveis
alterados, sdo associadas a dano neuronal: o fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF), enolase especifica de neurénio (NSE) e¢ S100B
(Lewin e Barde, 1996; Kochanek et.al., 2008). O BDNF é um membro
importante da familia das neurotrofinas e tem muitos efeitos no SNC,
particularmente no crescimento neuronal, diferenciagdo e reparo
(Kochanek et.al., 2008). A NSE ¢ a subunidade y da enolase presente
principalmente no citoplasma dos neurdnios (Lewin e Barde, 1996). Ja o
S100B ¢ uma proteina dimérica de ligagdo ao calcio com subunidades o
e B. A subunidade P ¢é altamente especifica para o cérebro e € sintetizada
em células gliais ao longo do SNC (Lewin e Barde, 1996). As medicdes
dos niveis de BDNF, NSE e S100f tém sido utilizadas como
biomarcadores de danos neuronais e gliais em pacientes com uma
variedade de doengas graves (Lewin e Barde, 1996; Kochanek et.al.,
2008). Comim et.al., (2015) verificaram que pacientes com DM
apresentaram niveis baixos de BDNF em comparagdes com sujeitos
controles. O BDNF estd envolvido na plasticidade sinaptica e em
mecanismos de aprendizagem, como a LTP e a consolidagdo da
memoria (Nestler et.al., 2002).

1.2 Justificativa

As DMP em suas formas mais graves como a DMD e DM, cursam
com envolvimento sistémico e pela sua caracteristica de doenca
incapacitante, leva o paciente a perda da qualidade de vida
precocemente. Devido ao envolvimento da musculatura esquelética que
leva a incapacidade, inimeros sdo os estudos j& publicados em relagdo a
este comprometimento, porém, ha poucos estudos de investigagdo
clinica sobre o papel da distrofina nas alteragdes cognitivas dos
pacientes portadores de DM.

Embora as DMP sejam muitas vezes subdiagnosticadas, o impacto que
esta condig¢@o pode ter sobre a vida dos pacientes ¢ da sociedade pode
ser profundo e demanda atencdo. Sem cura ainda definida, os
tratamentos concentram-se na gestio dos sintomas e atraso na
progressao da doenga.



45

Sabemos que muitas doencas psiquiatricas estdo associadas a
incapacidade fisica e ao envolvimento emocional em doengas cronicas
graves e que ainda ndo esta claro o envolvimento do SNC no processo
degenerativo. Este estudo objetivou avaliar o envolvimento cognitivo e
psiquiatrico correlacionando com achados bioquimicos de envolvimento
do tecido cerebral que podem ser tuteis para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas e melhoria da qualidade de vida dos mesmos. A
pesquisa basica e clinica neste sentido pode contribuir também na
tentativa de sensibilizar os gestores para o desenvolvimento de politicas
publicas que venham a contemplar a necessidade do cuidado
multiprofissional que estes pacientes necessitam.

Esta sensibilizacdo aos gestores passa por maiores esclarecimentos
sobre a patologia tentando ampliar os conhecimentos a respeito do tema
e com isso pensar em espagos adequados de atendimento, capacitagdo de
profissionais para o manejo das complicagdes e acesso aos métodos
diagnodsticos. Com isso, esperamos poder minimizar o sofrimento de
portadores e familiares de doentes com DMP.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar as alteracdes comportamentais ¢ neuroquimicas associadas a
Distrofia Muscular de Duchene em modelo animal e em pacientes
portadores de Distrofia Miotonica.

2.2 Objetivos Especificos

Estudo pré-clinico:

e Avaliar a memoria e aprendizado em um modelo animal de DMD

e Avaliar o comportamento relacionado a ansiedade em um modelo
animal de DMD

e Analisar o comportamento relacionado a depressdo em um modelo
animal de DMD

e Verificar os niveis de IL-1B, TNF-a em tecido cerebral de um
modelo animal de DMD

e Avaliar a atividade da mieloperoxidase em tecido cerebral de um
modelo animal de DMD

e Analisar a expressdo da sinaptofisina e da PSD- 95 em tecido
cerebral de um modelo animal de DMD

Estudo clinico:

e Analisar os transtornos psiquiatricos encontradas nos pacientes
portadores de DM

e Avaliar o comprometimento cognitivo em pacientes portadores de
DM.

o Analisar os niveis de BDNF, enolase e S100p em soro de pacientes
portadores de DM.
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3 METODOLOGIA

Esta tese de doutorado ¢ divido em estudos pré-clinicos (parte I) e
estudo clinico (parte II).

3.1 Estudo Pré-Clinico
3.1.1 Tipo de Pesquisa

Estudo experimental pré-clinico realizado no Laboratorio de
Neurociéncias Experimental da Universidade do Sul de Santa Catarina.

3.1.2 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos experimentais envolvendo os estudos pré-
clinicos foram realizados de acordo com as recomendagdes
internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratoério, além
das recomendagdes para o uso de animais da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e comportamento (SBNeC). As andlises foram realizadas
ap6s aprovagio pela Comissdo de Etica em Uso de Animais - CEUA da
Universidade do Sul de Santa Catarina, conforme Registro
16.003.4.01.1V.

3.1.3 Animais

Utilizou-se camundongos machos mdx e wild-type (selvagens) da
linhagem C57BL/6 com 60 dias de vida, pesando entre 18-23g,
procedentes (doagdo) da USP — Sdo Paulo, que ndo possuiam qualquer
anormalidade anatomica, funcional e/ou doencas e machucados. Os
animais foram mantidos no Biotério e acondicionados em 5 animais por
caixa, sob regime ciclico de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e com
livre acesso a comida e dgua. O ambiente foi mantido a temperatura de
22 +2° C. Os animais foram aclimatados ao laboratorio por pelo menos
lh antes dos testes comportamentais, que foram realizados entre
8h00min e 12h00min.

O numero de animais por grupo foi calculado em n=8. A férmula
empregada para o calculo foi a equagdo n/grupo=2[(Za/2 +ZB) X d/ I
para compara¢do de duas médias, considerando-se o poder de teste de
80%, o nivel de significancia de 5%, o desvio padrdo de 12,5% a partir
de registros de estudos anteriores ¢ o valor da diferenca a ser detectada
igual a 18%.
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3.1.4 Delineamento

Ao completarem 60 dias de vida, os animais (mdx e selvagens) foram
separados em sete grupos experimentais (n=08). Seis grupos foram
submetidos aos testes comportamentais: habituacdo ao campo aberto;
esquiva inibitéria; esquiva inibitoria de multiplos treinos;
reconhecimento de objetos; labirinto de cruz elevada e nado forcado. As
analises comportamentais foram realizadas em uma sala isolada de sons
no horario entre 8h00min ¢ 12h00min, um animal de cada vez e a
mesma pessoa executou os testes. Um grupo experimental (mdx e
selvagens) foi submetido a morte indolor assistida (MIA), recebendo
inje¢do de uma dose excessiva de enestésico, de acordo com a resolucgdo
1000 de 12/05/2012 — Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMYV), sob a supervisdo do médico veterinario responsavel. Apds, foi
retirado a estrutura cerebral para as analises.

3.1.5 Testes e Técnicas
3.1.5.1 Habituacdo ao campo aberto

Teste utilizado para analise da atividade exploratéria e locomotora,
bem como a memoria de habituagao.

Realizado em campo aberto de 40x60 c¢cm cercado por paredes de 50
cm de altura, com trés paredes de madeira e uma parede frontal de vidro.
O piso dividido em 16 retdngulos iguais por linhas negras.

Na sessdo de treino, os animais foram cuidadosamente colocados no
quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual
explorou livremente o ambiente por 5 minutos. Imediatamente apds, os
animais retornaram para a caixa moradia. A sessdo de teste foi realizada
24 horas apds o treino, na qual se repete o procedimento do treino. Os
numeros de cruzamentos através das linhas pretas e o numero de
“rearings” foram avaliados em ambas as sessdes. Crossing: atividade
motora, Rearings: atividade exploratoria (Leussis e Bolivar, 2006).
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Figura 1 - Habituagdo ao campo aberto
3.1.5.2 Esquiva Inibitéria

O aparelho consiste em uma caixa de acrilico de 50x25x25 cm, e
pavimento de barras paralelas de aco inox (I mm de didmetro), e
espagadas a 1 cm. Uma plataforma de 7 cm de largura e 2,5 cm de altura
foi colocada no chio da caixa contra a parede esquerda.

A esquiva inibitoria avalia a memoria aversiva dos animais e na
sessdo de treino os animais sdo colocados sobre a plataforma e mede-se
o tempo que o mesmo leva para descer com as quatro patas da
plataforma. Esse tempo é denominado laténcia. Imediatamente apds
descer da plataforma (com as 4 patas), o animal recebe um choque de
0,3 mA durante 2 segundos. Na sessdo de teste, o animal ¢ novamente
colocado na plataforma e medido o tempo que ele leva para descer
(laténcia), porém nao ¢ administrado choque. A laténcia ¢ um parametro
classico de retengdo de memoria. Quanto mais o animal reter a memoria
formada durante o treino, maior sera a laténcia de descida da plataforma
no momento do teste. Os intervalos entre o treino e o teste foram de 24
horas para memoria de longa durag@o (De Boer e Koolhaas, 2003).
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Figura 2 - Esquiva Inibitdria
3.1.5.3 Esquiva Inibitéria de Treinos Continuos

Nesse teste usa-se também a esquiva inibitéria, com 0 mesmo
aparelho descrito anteriormente e mantendo as mesmas carcateristicas.
Na sessdo de treinamento o animal foi colocado na plataforma e
imediatamente depois de pisar nas barras de metal, recebeu um choque
0.3 mA, durante 2.0 segundos. Este procedimento continuou até que o
animal permanecesse na plataforma por 50 segundos. O animal foi
devolvido entdo a sua caixa moradia. Vinte e quatro horas apos o treino,
o animal foi recolocado na plataforma e contou-se o tempo de
permanéncia do animal sobre a plataforma (tempo limite sobre a
plataforma 180 segundos), o animal que desceu da plataforma antes de
completar os 180 segundos ndo foi administrado choque (De Boer e
Koolhaas, 2003).

3.1.5.4 Reconhecimento de Objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos (TRO) ¢é um teste
comportamental utilizado para avaliar memoéria declarativa em
roedores, que se baseia na tendéncia natural do animal em explorar mais
0 objeto novo em detrimento ao familiar, num contexto conhecido.

Para a realizagdo deste teste, utilizou-se a caixa do teste de habituagio
ao campo aberto. No primeiro dia realizou-se o treino onde o animal foi
colocado cuidadosamente no quadrado do canto posterior esquerdo do
aparelho, e a partir do qual explorou o ambiente por 5 minutos. O
primeiro dia serve como habituag¢@o do animal. No segundo dia o animal
foi recolocado no aparelho, no qual estavam dois objetos iguais, o objeto
A e objeto B (forma, tamanho e cor iguais), colocados em dois cantos
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adjacentes, a 10 cm da parede. No teste de memoria de reconhecimento
de curto prazo contou-se o tempo que o animal explorou cada objeto (A
e B). No mesmo dia, 1 hora e 30 minutos apoés, testou-se a memoria de
curta duragdo, o animal explora novamente o ambiente na presenca do
primeiro objeto familiar (objeto A) e um novo objeto (objeto C), contou-
se novamente o tempo total que o animal explorou cada objeto
avaliando quantas vezes este explora os objetos durante 5 minutos. No
dia seguinte (24 horas apés) avaliou-se a memoria de longa duragdo
onde foi feito o mesmo procedimento trocando o objeto C pelo objeto D
(diferente do objeto A), contou-se o tempo de exploracdo de cada
objeto. O objeto C e D deve ser diferente do Objeto A e B (forma,
tamanho e cores iguais). Este teste avalia as memorias de curta e longa
duracdo. Um indice de reconhecimento ¢ calculado para cada animal e
relatado como: TB / (TA + TB) (TA = tempo gasto explorando o objeto
familiar A; TB = tempo gasto explorando o objeto novo). No célculo, o
objeto B, deve ser substituido pelos objetos C para o célculo do indice
de reconhecimento da memoria de curta duracdo e D para o calculo do
indice de reconhecimento da memoria de longa duragdo (Cohen e
Stackman, 2015).

3.1.5.5 Teste do Nado Forc¢ado

Este teste avalia sintomas de comportamento depressivo. Consiste em
colocar o animal em um cilindro com agua a 23° C, a agua suficiente
para o animal ndo conseguir apoiar as patas no fundo. O teste tem
duracdo total de 7 minutos. Nos dois primeiros minutos nao foi
contabilizado o tempo de imobilidade, apenas foi contabilizado nos
ultimos 5 minutos. O tempo de imobilidade ¢ considerado quando o
animal ndo realizou quaisquer movimentos com 0s membros, ou seja,
permanece flutuando com a cabega acima do nivel da agua (Porsolt,
1979).
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Figura 3 - Nado Forgado
3.1.5.6 Labirinto em Cruz Elevado

Teste utilizado para avaliar comportamento relativo a ansiedade. O
aparelho utilizado em modelos animais consta de dois bragos abertos
(50 x 10 cm) e dois bragos fechados (50 x 10 x 40 cm) dispostos de
forma perpendicular formando uma plataforma central (5 x 5 cm). Os
experimentos foram conduzidos em sala escura com luz vermelha
posicionada a 50 cm de altura da plataforma central. Os animais foram
colocados na plataforma central e tiveram 5 minutos para explorar o
aparelho. Os parametros avaliados foram: numero de entradas e tempo
de permanéncia no brago aberto ¢ fechado, e numero total de entradas
em ambos (Pellow et.al., 1985).

Figura 4 - Labirinto em Cruz elevado
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3.1.5.7 Analise dos Niveis de Citocinas

Foram avaliados os niveis de TNF-a e IL-1P através de analise por
imunoensaio (ELISA Sanduiche) por kits da Chemicon International
conforme recomendacdes do fabricante.

3.1.5.8 Atividade da Mieloperoxidase

Como um indice da quantidade de neutrofilos na infiltragdo foi
medido a atividade da mieloperoxidase como se segue. Brevemente, os
extratos do tecido foram homogeneizados (50 mg/mL) em brometo de
hexadeciltrimetilamoénio a 0,5% e centrifugado a 15.000g durante 40
min. Uma aliquota do sobrenadante foi misturado com uma solugéo de
tetrametilbenzidina a 1,6 mM e 1 mM de H202. A atividade foi medida
no leitor de ELISA como a variagdo de absorvancia a 650 nm a 37°C.

3.1.5.9 Avaliacio da Sinaptofisina e PSD-95

O tecido foi macerado em tampao RIPA. As amostras (50 pg) foram
diluidas em tampao de lise, desnaturadas a 100°C por 5 minutos e entdo
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12 %)
durante 1h e 30 min a 110 V, seguido de transferéncia para membrana
PVDF em sistema semi-dry (BioRad) a 90 A. Apos a transferéncia,
seguiu-se o bloqueio da membrana em tampao TBS contendo 0,2 % de
Tween 20 (TBST) e albumina 5 % (1 hora) em seguida adicionou-se o
anticorpo primdrio (anticorpo policlonal de coelho anti-Sinaptofisina e
anti PSD-95, Abcam, 1:1000 em tampao de bloqueio), que permaneceu
sob agitacdo por 2h e como controle de carregamento, foi utilizado a
anti-beta-actina (1:10000). Apds este periodo foi adicionado o anticorpo
secundario anti-rabbit e anti-mouse infravermelho (Uniscience), diluido
em TBST (1:20000, 30 min). Apos este procedimento, a membrana foi
entdo submetida a scan em fotodocumentador (Odyssey LI-COR
Biosciences) e a densidometria realizada pelo programa Image Studio
(LI-COR Biosciences).

3.1.5.10 Dosagens de Proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método BCA e a albumina
sérica bovina foi utilizada como padrao.



54

3.2 Estudo Clinico
3.2.1 Tipo de Pesquisa

Estudo clinico caso-controle realizado na Associagdo Sul Catarinense
de Pais e Amigos dos Portadores de Distrofias Musculares Progressivas
(ASCADIM), Brasil. As analises bioquimicas foram realizadas no
Laboratoério da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

3.2.2 Aspéctos Eticos

O estudo foi submetido ao CEP da Universidade do Extremo Sul
Catarinense e aprovado sob o niumero de protocolo 176.306. O Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi oferecido a todos os
candidatos para a participacdo do estudo. Apenas participaram deste
estudo, os sujeitos que assinaram o TCLE, que aborda todas as questdes
que cercam o projeto, bem como quanto a garantia de confidencialidade.
Este termo de consentimento consta de objetivos, justificativas,
procedimentos, garantias individuais, contribui¢des da pesquisa e
telefone do pesquisador responsavel. Este documento era assinado e,
apos, era fornecida uma copia ao participante. Nao foram identificados
riscos ou danos possiveis para os participantes que se submeteram a
avaliagdo cognitiva, tampouco a coleta de sangue para realizacdo das
mensuragdes além do desconforto da coleta sanguinea. Quanto ao
desconforto e tempo despendido no exame cognitivo e no
preenchimento do TCLE, estes foram considerados toleraveis. Os
pesquisadores se comprometeram  com a confidencialidade das
informagGes relativas a identidade ou de informagdes pessoais que
pudessem identificar o entrevistado. O presente trabalho a medida que
presa pela avaliagdo de fatores auxiliares no tratamento e bem estar da
populagdo em estudo, sem violagdo da moral e invasdo dos individuos, é
pautado na ética vigente.

3.2.3 Sujeitos

Os sujeitos com diagnodstico comprovado de DM foram convidados a
participarem do estudo. Os sujeitos recrutados para o estudo faziam
parte do cadastro da Associag@o Sul Catarinense de Pais ¢ Amigos dos
Portadores de Distrofias Musculares Progressivas (ASCADIM), Brasil.
O diagnostico de DM foi estabelecido por exame clinico e neurologico,
histéria familiar, bidpsia muscular com analise imuno-histoquimica e
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testes genéticos quando a bidpsia muscular com andlise imuno-
histoquimica ndo foi conclusiva. Os casos foram todos os sujeitos da
ASCADIM, num total de 9 pacientes (amostra censitaria), com
diagnodstico de DM (4 homens e 5 mulheres com idade média de 31,1 (+
9,79) anos. Foi obtido o consentimento livre e esclarecido dos sujeitos
apos a natureza do estudo ser minuciosamente explicada. O grupo de
controle consistiu em pessoas saudaveis sem qualquer doenga, pareadas
por sexo ¢ idade.

3.2.4 Delineamento

Mediante autoriza¢do para acesso ao banco de dados da ASCADIM,
foram contatados por telefone e convidados a participarem deste estudo
todos os pacientes com diagnodstico comprovado de DM. Ao total, foram
9 pacientes. Todos os casos tiveram o diagnostico confirmado de DM do
tipo 1 através de teste genético. Foram feitos contatos telefénicos com
os pacientes ou seus familiares. Neste contato, a pesquisadora
responsavel por este estudo se identificava como aluna do Programa de
Pé6s-Graduagdo em nivel de doutorado em Ciéncias da Saude
Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC descrevia
sumariamente o desenho do estudo e sua confidencialidade. Apods, era
questionado sobre sua disponibilidade para participar do estudo. Uma
vez aceito o convite, o pesquisador responsavel combinava uma data e
local na ASCADIM para, apds ter assinado o TCLE, realizar a coleta de
sangue para analise do BDNF, S100p e Enolase séricos e os testes
cognitivos para avaliagdo da cogni¢do. A pesquisa ocorreu entre agosto
e dezembro de 2015.

Apenas participaram deste estudo (critérios de inclusdo) os sujeitos
com diagnostico comprovado de DM. Nao participaram do estudo
(critérios de exclusdo), os pacientes que nao apresentaram confirmacao
do diagndstico. Como casos controle, participaram deste estudo, sujeitos
da comunidade (escolhidos aleatoriamente), sadios, sem diagnostico de
doencgas neuromusculares ou outra doenga sist€émica de cunho infeccioso
e/ou neuronal e psiquiatrica, pareados por sexo e idade.

Os 9 pacientes que participaram deste estudo, foram convidados a
retornar a ASCADIM em dia e horario previamente agendado pelos
pesquisadores. Antes da realizacdo da coleta, os sujeitos receberam
novamente uma explicagdo prévia dos objetivos do estudo e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Uma cépia do termo
ficou com os sujeitos onde constavam os contatos dos pesquisadores.
Ap0s, foi coletado 5 ml de sangue periférico para dosagem dos niveis de
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BDNF, Enolase e S100B. Também foram coletados 5 ml de sangue
periférico de sujeitos sadios que formaram o grupo de sujeitos controles.
Ap6s a coleta, o sangue foi armazenado em um local apropriado para o
transporte ¢ enviado ao Laboratério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense onde foi centrifugado e o sobrenadante retirado e
armazenado a -80°C para a andlise dos niveis de BDNF, Enolase e
S100B. Em um segundo momento, os sujeitos foram submetidos aos
testes cognitivos para avaliagdo da memoria através do teste de Memoria
de Wechsler Revisado — WMS-R (do inglés Wechsler Memory Scale -
Revised) e da Escala de Inteligéncia Wechsler para Adultos - WAISS
(do inglés Wechsler Adult Intelligence Scale).

3.2.5 Analises e Técnicas
3.2.5.1 Avaliacio dos niveis de BDNF, Enolase e S1008

Apbs as coletas de sangue, o mesmo foi centrifugado (5000 rpm por 5
minutos) e o sobrenadante retirado e armazenado a -80°C. As analises
foram feitas por imunoensaio (ELISA Sanduiche) através dos kits da
Chemicon International. Placas para microtitulagdo (96 pogos fundo
plano) foram revestidas por 24 horas com as amostras diluidas na
proporg¢ao de 1:2 e a curva padrio na faixa de 7.8 a 500 pg de BDNF,
Enolase e S100B. As placas foram lavadas quatro vezes com tampao de
lavagem, sendo adicionados os anticorpos anti-BDNF Enolase ¢ S1008
de coelho (diluido 1:1000) e incubados por 3 horas a temperatura
ambiente. Depois de lavadas, uma segunda incuba¢do com anticorpos
anti-coelho conjugados com peroxidase (diluido 1:1000) por 1 hora a
temperatura ambiente foi adicionada. Apos a adicdo de estreptavidina,
substrato e solugdo preparada, a quantidade de BDNF Enolase e S1003
foram determinadas (absorbancia em 450nm). A curva padrio
demonstra a relagdo direta entre a densidade otica (DO) e a
concentracdo de BDNF: isto é, quanto maior a DO maior a concentragao
de BDNF, Enolase e S100f na amostra.

3.2.5.2 Dosagens de Proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método BCA e a albumina
sérica bovina foi utilizada como padrio.
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3.2.5.3 Mini-Exame do Estado Mental

O MEEM (“Minimental State Examination”) foi publicado em 1975
por Folstein et.al. Consiste de um teste composto por 30 itens que
procura examinar de forma relativamente simples e rapida as fungdes
cognitivas. Sua aplicacdo é simples e concisa, dispendendo cerca de 5 a
10 minutos. Neste teste avalia-se a orientagdo temporal, orientacdo
espacial, memoria imediata, atengdo e calculo, memoria de evocagdo e
linguagem (Nitrini, et al 2003).

3.2.5.4 Avaliacao Psiquiatrica

A Escala de Avaliagdo Psiquiatrica — Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI), entrevista diagnostica padronizada,
breve, compativel com os critérios do Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders — Fourth Edition (DSM — 1V) e Classificacdo
Estatistica Internacional de Doengas e de Problemas Relacionados a
Saude (CID — 10), para obtencdo de diagndsticos de transtornos
psiquiatricos no momento da aplicagdo (Amorin, 2000).

3.2.5.4 Teste de Memoria de Wechsler Revisado - WMS-R

O teste utilizado para avaliar a memoria foi o teste de Memoria de
Wechsler Revisado —~-WMS-R (do inglés Wechsler Memory Scale-
Revised - WMS-R) (Wechsler, 1987). O WMSR ¢ uma bateria de testes
de memoria, constituida por testes de memoria verbal e visual. Nessa
pesquisa foi utilizado um teste verbal (denominado de memoria logica)
e um visual (denominado de reprodugdo visual). Os escores foram
determinados de acordo com a idade, conforme a tabela do manual do
WMS-R, e transformados em desvios padrdes do escore bruto do sujeito
(ES). E subtraida a média do escore da tabela do teste de acordo com a
idade (EM) e dividida esta diferenca pelo desvio padrdo dos escores
padronizados da tabela (SD) ES — EM / SD). Escores < -1,0 DP séo
considerados inferiores e escores > ou igual a -1,0 DP so considerados
normais (Weschler, 1987).

3.2.5.3.1 Teste de Meméria Verbal
A descrigdo dos testes consiste na leitura de duas historias onde a

audi¢do tem papel central e apos a leitura verifica-se o que o individuo
conseguiu reter de informagdes. A aplicagdo foi da seguinte maneira:
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sdo duas histdrias diferentes a serem lidas (Historia A e Historia B). A
leitura da Historia A era feita de forma pausada e com entonag¢@o normal
de voz e o individuo devia permanecer atento. Apos a leitura da primeira
historia pedia-se que o individuo contasse toda a histéria que acabara de
ouvir e se verificava o que ele conseguiu reter de informagdo. Cada
acerto ¢ registrado nos trechos da histdria. Parte-se entfo para leitura da
Historia B, onde o procedimento é o mesmo. Este teste consiste na
aplicagdo da Memoria Verbal 1 (Imediata). Apds 20 minutos pede-se ao
paciente para recordar as historias que foram lidas (A e B), o que
consiste na Memoria Verbal II (Tardia). A partir deste ponto foram
comparados os resultados da aplicagdo dos dois testes (Nitrini, et al
2003)

3.2.5.3.2 Teste de Memoria Visual

Para avaliacdo da memoria visual, foram apresentados aos sujeitos
quatro cartdes com desenhos geométricos, mostrados durante dez
segundos cada um, tendo sido solicitado a0 mesmo que reproduzisse
cada um, separadamente, apds sua apresentacdo (memoria imediata).
Para avaliar a memoria visual tardia, solicitou-se, ap6s vinte minutos,
que ele os reproduzisse novamente (sem nova apresentacdo dos
estimulos) (Nitrini, et al 2003)

3.2.5.3.3 Escala de Inteligéncia Wechsler para Adultos - WAISS

Desenvolvida a partir da concepc¢do da inteligéncia como entidade
agregada e global, isto é, como a capacidade do individuo em raciocinar,
lidar e operar com proposito, racionalmente e efetivamente com o seu
meio ambiente, a Escala de Inteligéncia Wechslere ¢ composta por 13
subtestes. Estes subtestes avaliam diferentes aspectos da inteligéncia e
compde as escalas Verbal e de Execucdo. A escala Verbal envolve a
capacidade de lidar com simbolos abstratos e avalia a qualidade de
educagdo formal e a estimulagdo do ambiente, bem como examina a
compreensdo, a memoria e a fluencia verbal. A escala de Execuc¢do
avalia o grau e a qualidade de contato ndo verbal com o ambiente; a
capacidade de integrar estimulos perceptuais e respostas motoras
pertinentes; a capacidade de trabalhar em situagGes concretas ¢ a
capacidade de avaliar informagdes visuo-espaciais. Estudos nacionais e
internacionais utilizam combinagdes de subtestes das escalas Wechsler
para estimar o nivel de inteligéncia global de adultos (Mantoan & cols.,
2006; Thompson & cols.,2004). Este método ¢ utilizado quando se
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deseja avaliar a inteligéncia de um individuo sem a necessidade de
utilizar uma bateria completa como as escalas Wechsler de Inteligéncia
(Nascimento & Figueiredo, 2002a).

Para este estudo utilizou-se uma bateria de uma hora de testes
neuropsicologicos composta de 6 subtestes da versdo revisada da Escala
de Inteligéncia Wechsler para Adultos (WAIS-III) (Guertin, Ladd et.al.
1966). Estes subtestes avaliam diferentes areas da cogni¢do descritas a
seguir:

1 — Semelhangas — para avaliacdo do score de pensamento logico e
abstrato e fluéncia verbal.

2 — Vocabulario — utilizado pela sua alta correlagdo com a soma da
escala verbal, o que torna uma medida adequada de inteligéncia basal. O
desempenho nesse subteste depende do conhecimento semantico,
estimulagdo do ambiente e aprendizagem escolar do sujeito.

3 — Aritmética — avaliagdo do score de aprendizado e memoria.

4 — Digitos — avalia fungdes como atengdo a estimulos verbais,
memoria auditiva de curta duragdo e memoria de trabalho.

5 — Cubos — identifica a capacidade de analise, sintese ¢ organizagio
visuomotora.

3.3 Analise Estatistica

Apds serem analisados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk, os
dados dos testes de habituagdo ao campo aberto, nimero de tentativas
do teste de esquiva inibitoria de multiplos treinos, teste de labirinto em
cruz elevada, teste de natagdo forgada e as analises bioquimicas foram
expressos através de média e desvio padrio e analisados através do teste
t para amostras independentes e amostras pareadas. Os dados dos testes
de esquiva inibitoria, tempo de permanéncia do teste de esquiva
inibitoria de multiplos treinos e o teste de reconhecimento de objetos
foram expressos através de mediana e intervalo interquartil e analisados
através dos testes de Mann-whitney e Wilcoxon. Em todas as analises,
valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Os dados das avaliagdes cognitivas foram analisados e
interpretados conforme manual de cada teste ndo sendo necessaria a
utilizagdo de testes estatisticos.
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4 RESULTADOS
4.1 Estudos Pré-Clinicos
4.1.1 Teste de Habituacao ao Campo Aberto

Na sessao de treino, nao houve diferenca entre o nimero de crossing e
rearings entre o grupo mdx e o grupo selvagem, mostrando que ndo ha
alteracdo da atividade locomotora. Quanto ao grupo selvagem, houve
uma diferencga estatisticamente significativa entre o treino e o teste tanto
no numero de crossing € no numero de rearings, demonstrando que
houve alteragdo da atividade locomotora. No grupo mdx, ndo houve
diferencga estatistica entre o nimero de crossing e rearings ente o treino
e o teste, ou seja, houve prejuizo na memoria de habituagdo ao campo
aberto (Figura 5).

150 _ _
E38 Crossing - Treino

B3 Rearing - Treino
B3 Crossing - Teste
D Rearing - Teste

100

504

0- —
selvagens mdx

Nuamero de crossings e rearings

Figura 5 - Teste de Habituagdo ao Campo Aberto.
Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padrao. *p<0.05 vs. treino.

4.1.2 Teste de Esquiva Inibitoria

No teste de esquiva inibitoria, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa no tempo de laténcia entre o treino e o teste do grupo de
animais selvagens e mdx. Porém, houve diferenca estatisticamente
significativa no grupo de animais selvagens, demonstrando um
comprometimento da memoria aversiva nos animais mdx (Figura 6).
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Figura 6 - Teste de Esquiva Inibitoria.
Legenda: Os dados sdo expressos em mediana e desvio interquartil. *p<0.05 vs.
treino.

4.1.3 Teste de Esquiva Inibitoria de Miltiplos Treinos

O teste de esquiva inibitoria de multiplos treinos (Figura 7) pode-se
observar que houve uma diferenca estatisticamente significativa no
nimero de tentativas que os animais mdx precisaram para conseguir
permanecer 50 segundos na plataforma quando comparado com os
animais selvagens (Figura 7A). Entretanto, quando avaliado o tempo de
laténcia, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos, demonstrando que os animais mdx aprendem a tarefa, mas
precisam de um numero de tentativas maior que os animais selvagens
(Figura 7B).
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Figura 7 - Teste de Esquiva Inibitoria de Multiplos Treinos.

Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padrao para o numero de
tentativas (A) e mediana e desvio interquartil para o tempo de laténcia (B).
*p<0.05 vs. treino.

4.1.4 Teste de Reconhecimento de Objetos

No teste de reconhecimento de objetos, o grupo de animais selvagens
mostrou uma diferenca estatisticamente significativa no indice de
reconhecimento do teste quando comparado com o treino, tanto na
memoria de curto quanto a longo prazo, ou seja, os animais aprenderam
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a tarefa proposta. O grupo de animais mdx ndo apresentou diferenca
significativa nas memorias de curto e longo prazo, mostrando um
comprometimento da memoria de reconhecimento de objetos de curto e
longo prazo (Figura 8).

2.0- )
E3B Treino

B3 Memoria de curta duragéo
B3 Memdria de longa duragéo

Index de reconhecimento

selvagens mdx

Figura 8 - Teste de Memodria de Reconhecimento de Objetos.
Os dados sdo expressos em mediana e desvio interquartil. *p<0.05 vs. treino.

4.1.5 Teste de Labirinto em Cruz Elevada

Apds a realizagdo do teste de labirinto em cruz elevada (Figura 9),
pode-se observar que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos analisados quanto ao nimero de entradas nos bragos
abertos e fechados (Figura 9A) e tempo de permanéncia dos bracos
abertos e fechados (Figura 9B), ou seja, os animais mdx nao
apresentaram comportamento relacionado a ansiedade.
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Numero de entradas
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E3 Bracos abertos
€33 Bragos fechados

Tempo de permanéncia (seg)

selvagens mdx

Figura 9 - Teste de labirinto em cruz elevada.
Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padrio.

4.1.6 Teste de Nado Forc¢ado

No teste de nado for¢ado, houve uma diferenga significativa no tempo
de imobilidade do grupo de animais mdx quando comparado ao grupo
de animais selvagens, mostrando que os animais mdx apresentam um
comportamento relacionado a depressao (Figura 10).
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Figura 10 - Teste de Nado Forcado.
Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padrdo. *p<0.05 vs.
selvagens.

4.1.7 Avaliagao dos niveis de TNF-o e IL-1p

Pode-se observar que houve um aumento significativo dos niveis de
TNF-0 em tecido cerebral total dos animais mdx adultos em comparagao
com os animais selvagens. No que se refere aos niveis de IL-1p, também
houve um aumento significativo em tecido cerebral total dos animais
mdx quando comparados aos animais selvagens (Figura 11).
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Figura 11 - Niveis de Citocinas Pro-Inflamatdrias.
Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padrdo. *p<0.05 vs.
selvagens.
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4.1.8 Atividade da Mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase também foi avaliada em tecido
cerebral total. Foi observado um aumento da atividade nos animais mdx
em comparago aos animais selvagens (Figura 12).
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Figura 12 - Atividade da Mieloperoxidase.
Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padrdo. *p<0.05 vs.
selvagens.

4.1.9 Sinaptofisina e PSD-95
Foi possivel observar que ndo houve diferenga estatisticamente

significativa quando aos valores da sinaptofisina (Figura 13A) e da
PSD-95 (Figura 13B) entre os grupos de animais avaliados.
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Figura 13 - Sinaptofisina e PSD-95.
Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padréo.
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4.2 Estudo Clinico
4.2.1 Idade, MEEM, CGI e Diagnésticos Psiquiatricos

Os diagndsticos psiquiatricos podem ser observados na Tabela 1. O presente
estudo incluiu 18 individuos (nove casos e nove controles). Nao houve
diferenca estatistica em relagdo a idade em todos os grupos. Nos que pontuaram
no MEEM, acima do ponto de corte, (23 pontos), todos foram encaminhados
para avaliagdo psicologica. Na avaliagdo CGI, seis pacientes apresentaram
CGI=1 (normal ou nio doente); um paciente apresentou CGI= 2 (limitrofe
doente mental) e dois pacientes com CGI = 3 (levemente doente). Cinco
pacientes apresentaram alteragdes psiquiatricas apos a avaliagdo clinica. Os
transtornos foram: Transtorno de Ansiedade Generalizada (dois pacientes),
Transtorno Depressivo maior (um paciente), especifico fobia (um
paciente),fobia social (um paciente), agarofobia (um paciente), hiperatividade
ou déficit de atencdo (um paciente) e quatro pacientes ndo apresentaram
diagnostico psiquiatrico (Tabelal).

Tabela 1 — Idade, MEEM, CGI e Diagndsticos Psiquiatricos

Sujeitos (I;i;(()ise) MEEM | CGI Diagnostico psiquiatrico
Transtorno depressive maior,
1 19 24 3 Fobia especifica /generalizada e
Transtorno de ansiedade
2 38 30 3 Fobia social
3 43 28 2 Agorafobia
4 18 24 Transtorno-de deﬁc;it de atengdo
e hiperatividade
5 46 28 1 Transtorno de ansiedade
6 32 27 2 generalizada
7 28 30 1 -
8 26 28 1 -
9 30 30 1 -

Fonte: dados da pesquisadora
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4.2.2 Avaliacio da Cognicio

O resultado da avaliagdo da cognicdo é demonstrado na Tabela II. No
teste WAISS —III, os escores abaixo de oito sdo considerados inferiores
para a idade. No vocabulario, quatro pacientes apresentaram escore
baixo. Em semelhanga, trés pacientes sdo inferiores; Em cubos, trés
pacientes sdo inferiores e na aritmética, também trés pacientes sdo
inferiores, 0 mesmo acontecendo para os digitos onde trés sdo inferiores.
Um paciente mostrou escore inferior em todos os subtestes, um
paciente mostrou pontuagdo inferior em quatro subtestes, um paciente
em dois subtestes e cinco pacientes ndo apresentaram pontuagao
inferior nos subtestes. Na avaliagdo da memoria logica WMS-R, quatro
pacientes demonstraram memoria inadequada para a idade (escore
menor que um) para MI e MT. Na memoria visual WMS-R, trés
pacientes apresentaram memoria inadequada para a idade (escore menor
que um) para MT e cinco demonstraram memoria inadequada para a
idade (escore menor que um) para IM. Apenas um sujeito apresentou
memoria inadequada para a idade (escore menor que 1) para MI e MT
juntos, significando alteracdes no teste para a memoria ldgica e visual,
tanto imediata quanto tardia.

Tabela 2 — Avaliacido da Cognicio

WAIS WMS-R
S Memoria Memoria
\4 Sm C A D légica visual
MI | MT MI | MT
1 1* 5* 11 7 9 |10.6#|0.67#| 0.8# | 1.03
2 S5* 11 S*| 6* | 5% 1310 1.8 1.2 | 04
3 1* 5* 11 7 9113 1,7 | 0.09# | 1.05
4 6* 6* S* | 3* | 5% 1310 1.8 1.2 | 0.4#
5 9 9 11 8 10 | 0.6# | 0.67# | 0.8# | 1.03
6 11 13 8 11 11 | 0.8# | 0.6# | 0.8%# | 0.3#
7 13 13 9 11 8 | 0.8# ] 04# | 0.8# | 2.6
8 7 9 9 9 13| 1.8 1,5 1.07 | 1.3
9 11 10 12 12 12 1225] 1.6 1.03 | 0.7#

Legenda: S: Sujeito; V: Vocabuldrio; Sm.: Similaridades C: Cubos; A:
Aritmética; D: Digitos *Escores abaixo de 8; #escores abaixo de 1.
Fonte: dados da pesquisadora
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4.2.3 Niveis de BDNF, Enolase e S100p

Os niveis séricos de BDNF, NSE e S100p foram demonstrados na
Figura 14. Houve redugéo dos niveis de BDNF (Figura 14A) no soro de
pacientes portadores comparados com o grupo controle. Nao houve
diferenga significativa nos niveis de NSE (Figura 14B) e S100p (Figura
14C) no soro de pacientes com DM comparados com o grupo controle.
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Figura 14 - Niveis séricos de BDNF, NSE e S100p.
Os dados sdo expressos em média e desvio padrao. *p<0.05 vs. Controles.

4.2.4 Interacio entre os Niveis de BDNF e Transtornos Psiquiatricos

A Figura 15 mostra os niveis de BDNF em pacientes portadores de
DM. Os resultados foram relatados quanto a alteragdes nos niveis de
BDNF em pacientes com DM com ou sem transtornos psiquiatricos
(Figura 15A). Os pacientes portadores de DM com transtornos
psiquiatricos demonstraram baixos niveis de BDNF no soro quando
comparados com o0s sujeitos que ndo apresentavam transtorno
psiquiatrico. As Figuras 15B e 15C mostram a diferenca entre os valores
séricos de BDNF de sujeitos com DM com transtorno psiquiatrico e
controles e sujeitos com DM sem transtorno psiquiatrico,
respectivamente. Podemos observar que tanto os sujeitos com DM sem
transtorno psiquiatrico € com transtorno psiquiatrico, mostram baixos
niveis de BDNF quando comparados com controles.
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Figura 15 - Niveis séricos de BDNF e transtorno psiquiatrico.
Legenda: Os dados sdo expressos em média e desvio padrdo. *p<0.05 vs.
Controles.
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5 DISCUSSAO

Os estudos pré-clinicos demonstram que os animais mdx quando
adultos apresentaram alteragdo nos processos de aprendizado e memoria
e no comportamento semelhante a depressdo. No entanto, ndo
apresentaram comportamento semelhante a ansiedade. Além disso,
houve um aumento dos niveis de IL-1p e TNF-a em tecido cerebral.
Entretanto, ndo houve alteragdo nas proteinas sinaptofisina e PSD-95
também em tecido cerebral. J& no estudo clinico com sujeitos com
diagnodstico de DM, houve uma diminui¢ao dos niveis séricos de BDNF
sem alterar os niveis de enolase e s100B. Alteragdes cognitivas também
foram evidenciadas nestes individuos bem como alguns diagnosticos de
importantes transtornos psiquiatricos.

A interagdo entre o individuo e o meio ocorre através de seus sistemas
sensoriais ou de representagdes internas (cogni¢do e emoc¢do). Isto
constitui a base do processo de aprendizagem e que possibilita a
aquisicdo de novas informacgdes, além de estabelecer as relagdes com
aprendizagem prévia (Izquierdo, 2002). O hipocampo, estrutura
associada com processos de aprendizagem e memoria, expressa a
distrofina, uma proteina estrutural que conecta a matriz extracelular ao
citoesqueleto, fornecendo protecdo contra danos celulares (Rae e
O’Malley, 2016). Tanto o hipocampo como o cortex frontal, facilitam os
processos de aprendizagem e de memoria e pacientes com DMD
apresentam disfungdo cognitiva com déficits em memoria verbal, de
curto prazo e de trabalho (Hinton et.al., 2000, 2001, Snow et.al.,2013;
Billard et.al., 1998,; Hinton et.al. 2000; 2001;Roccella et.al. 2003).

Pacientes com DMD exibem graus variaveis de comprometimento
cognitivo (Anderson et.al., 2002; Bresolin et.al., 1994). Além disso,
muitos deles tém dificuldade em se comunicar. Eles exibem problemas
de comportamento social e tém pouco reconhecimento de afetos faciais
(Hinton et.al., 2006, 2007). Curiosamente, a expressao de Dp71, um
produto proteico produzido através de uma mutagdo no gene da
distrofina e apenas expressa no SNC, foi associada a deficiéncia
intelectual sem um fendmeno da DMD associada (de Brouwer et.al.,
2014).

Nos animais mdx, foram testados alguns tipos de comportamentos,
pois assim como os pacientes com DMD, animais mdx ndo possuem
distrofina no tecido muscular esquelético e no tecido cerebral. Devido a
isso, presume-se que a pesquisa do comprometimento cognitivo
utilizando um modelo animal, fornece informagdes sobre o
desenvolvimento de déficits cognitivos observados em portadores de



72

DMD , ressaltando que sem repertorio linguistico, os animais ndo
podem ser avaliados através de alteracdes cognitivas, mas sim através de
caracteristicas comportamentais ndo linguisticas (Muntoni et.al.,
1991;Rodriguez e Wetsel, 2006;Vaillend et.al., 1995).

A DMD caracteriza-se pela auséncia de distrofina, uma proteina
estrutural que conecta a matriz extracelular ao citoesqueleto da célula e
fornece prote¢do contra danos induzidos pela contragdo nas células
musculares esqueléticas. Contudo, a distrofina também ¢ expressa em
neurénios em regides cerebrais especificas, incluindo o hipocampo, uma
estrutura associada ao aprendizado e formag¢do de memoria (Hinton
et.al. 2000,2001; Snow et.al., 2013). Estudos mostram que meninos com
DMD, exibem disfun¢do cognitiva ndo progressiva, com déficits na
memoria verbal, de curto prazo e de trabalho. As alteracdes no
desempenho da memoria de curto e longo prazo sdo consistentemente
relatadas e incluem déficits na memoria operacional e espacial (Billard
et.al., 1998; Hinton et.al. 2000; 2001;Roccella et.al., 2003).

Neste estudo, foi avaliada a memoria de habituagdo, memoria aversiva
e memoria de reconhecimento de objetos e observou-se o
comprometimento nas trés formas. A habituagdo se define como a
reducdo da resposta provocada pela exposicdo repetida a um novo
estimulo sem qualquer consequéncia bioldgica relevante, seja positiva
ou negativa como com um choque. Trata-se de uma forma primitiva de
aprendizagem ndo associativa (Leussis e Bolivar, 2006). J4 a memoria
aversiva representa um dos principais determinantes do comportamento
de sobrevivéncia em todas as espécies (Gold 1986), correspondendo a
muitos exemplos importantes de aprendizado em seres humanos. A
memoria de reconhecimento de objetos emergiu como um método
popular para testar a memoria ndo espacial em roedores, avaliando a
tendéncia natural dos mesmos para explorar novos itens. (Cohen e
Stackman, 2015).

No presente estudo, os animais mdx, também apresentaram
comportamento relacionado com a depressdo e ndo com a ansiedade,
avaliado através de tarefas como o nado forgado e o labirinto em cruz
elevada. A comorbidade com disturbios psiquiatricos tem sido
documentada incluindo TDHA, transtornos obcessivo-compulsivo,
autismo, epilepsia e ansiedade em pacientes com DMD (Banihani et.al.
2015; Hendriksen & Vies; Roccella et.al., 2003).

A ansiedade ¢ um fendmeno complexo que ndo pode ser descrito em
um Unico teste, no entanto, houve poucos estudos que apresentaram
sintomas parecidos com a ansiedade em humanos e em modelos animais
com DMD. Autores referem que depressdo e ansiedade estdo
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moderadamente relacionadas com a qualidade de vida em pacientes com
doengas neuromusculares (Rose et.al. 2012). Neste sentido, ressalta-se a
importancia de estudos visando o diagndstico em pacientes em pacientes
com DMP. J4 a depressdo, parece ser subdiagnosticada em pacientes
com doengas somaticas cronicas (Nuyen et.al.,2005). Estudos recentes
demonstram que pacientes com DMD apresentam ansiedade (24%) e
depressao (19%) ao longo do curso da doenga (Panggalila et.al., 2015).
Neste modelo nd3o estudamos todos estes mecanismos potenciais
responsaveis pelas alteragdes de longo prazo nos seres humanos, mas
apenas o efeito isolado da perda de distrofina no comprometimento
neurocognitivo.

Outro ponto avaliado neste estudo foi o perfil inflamatério em tecido
cerebral através da avaliacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias
(IL-1p e TNF-0) e a atividade da MPO. Houve um aumento
significativo nos niveis de IL-1B e TNF-o e da atividade da
mieloperoxidase dos animais mdx quando comparado aos animais
selvagens. A inflamacdo cronica é um sintoma chave e um fator
contributivo na patogénese da DMD, devido em parte a secrecdo de
mediadores imunes pro-inflamatdrios de fibras musculares deficientes
em distrofina (De Paepe e De Bleecker 2013, Porter et.al., 2002).
Citocinas pro-inflamatoérias, incluindo o TNF-o (Kuru et.al.,, 2003;
Porreca et.al., 1999), IL-1B (Evans et.al., 2009), IL-6 (Messina et.al.,
2011; Rufo etal. 2011), e IL-17 (De Pasquale et.al., 2012) estdo
elevados em bidpsias musculares de pacientes com DMD. Este ¢ o
primeiro estudo a evidenciar um aumento de citocinas pro-inflamatdrias
e da atividade da MPO em SNC de animais mdx. Os mecanismos que
conduzem as lesdoes do SNC na DMD ainda sdo desconhecidos.
Entretando, estas evidéncias sugerem que possa haver um processo
neuroinflamatério no SNC durante o curso da doenga. Estudos apontam
que a neuroinflamagdo pode contribuir significativamente para a
progressdo de doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer, Escleorose multipla, Doenca de
Huntingon e Esclerose Lateral Amiotrofica (Wei Wei et.al.,, 2016;
Hagberg et.al., 2015; Amor et.al., 2010; Doorn et.al., 2012; Hurley
et.al., 2013).

Comim et.al. (2015) demonstraram que pacientes com DMD adultos
jovens apresentaram um aumento dos niveis de IL-1 e TNF-a e uma
diminuigdo de IL-10. Essas moléculas de sinalizacdo também possuem
acoes neuromoduladoras. Além das células imunes, os neurdnios, a glia
e as células endoteliais da microvasculatura no SNC secretam citocinas
e também expressam receptores para esses mediadores imunes. H4 uma
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relacdo significativa entre os sistemas imunologico e nervoso, uma vez
que as citocinas podem ter efeitos indiretos na atividade neuronal,
estimulando a secre¢do de moléculas neuromoduladoras da glia ou
células endoteliais (Allan e Rothwell, 2001; Montgomery e¢ Bowers
2012). Além disso, eles podem se ligar diretamente aos receptores nos
neurdnios, onde suas a¢cdes neuromoduladoras podem subsequentemente
influenciar a fun¢do cognitiva. O hipocampo, uma estrutura em que a
aquisi¢do de novas memorias declarativas ¢ absolutamente dependente,
expressa receptores para IL-1B (Gardoni et.al., 2011), TNF (Sairanen
et.al., 2001) e IL-6 (Schobitz et.al., 1993).

A expressdao da proteina sinaptofisina e PSD-95 ndo foram alteradas
em tecido cerebral de camundongos mdx. A sinaptofisina é uma
molécula critica na sinaptogénese, sendo necessaria para a
aprendizagem ¢ a memoria. Ja a PSD-95 é uma importante proteina de
ancoramento na plasticidade sinaptica. Ambas estdo relacionadas e
possuem um papel importante nos processos de aprendizado e memoéria.
Doengas associadas a deméncia (Garringer et.al., 2013), diabetes do tipo
1 e do tipo 2 (Duarte et.al., 2012), o envelhecimento (Davies et.al.,
2003) e a doenga de Alzheimer (Callahan et.al., 1999) reduzem a
expressdo da sinaptofisina.

Embora as DMP tenham sido estudadas principalmente no contexto da
disfun¢do do musculo esquelético, a propria DMD ¢ realmente uma
doenga multissistémica, pois a distrofina também ¢ expressa no musculo
cardiaco e liso, nas glandulas endocrinas e nos neurdnios. Em
individuos saudéveis, os neurénios no SNC expressam a distrofina.
especificamente no hipocampo, cerebelo, cortex cerebral e amigdala
(Bies etal. 1992; Knuesel et.al. 2000; Lidov et.al. 1990, 1993;
Sekiguchi et.al. 2009).

No primeiro momento, todos os pacientes que apresentaram MEEM
com escore acima de 24 pontos, foram selecionados para ser submetidos
a avaliagdo psiquiatrica. Em segundo, cinco pacientes que apresentaram
diagnodstico de transtornos psiquiatricos associado a CGI dois ou trés
foram analisados juntamente com os dados dos niveis de BDNF. Estes
pacientes com diagnéstico de transtornos psiquiatricos demonstraram
baixos niveis de BDNF quando comparados com pacientes sem
transtornos psiquiatricos. Curiosamente, quando separados, sujeitos
portadores de DM com e sem transtornos psiquiatricos e comparados
com o grupo controle, ambos demonstraram baixos niveis de BDNF.

Uma revisdo recente mostrou que transtornos neurodegenerativos
associados ao comprometimento cognitivo tal como na doenga de
Huntington, doenca de Alzheimer e depressdo apresentaram baixos
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niveis de BDNF no soro (Lu, Nagappan e Lu, 2014). Sabe-se que DM
estd associada com prejuizo cognitivo causado por lesdes da substancia
branca e atrofia cerebral (Minnerop et.al., 2011; Jakkani et.al. 2012),
enquanto outros estudos sugerem que alguns dos déficits cognitivos que
estes pacientes apresentam, se relacionam com modificagdes especificas
da estrutura cerebral, e consideram que alteragdes na substancia cinzenta
sdo irrelevantes (Weber et.al.,2006).

No presente estudo, somente niveis séricos de BDNF decresceram
quando comparados com grupo controle. Nado foram observadas
diferengas de NES e S1008 entre os grupos. Entretanto, como ja citado,
os pacientes portadores de DM com transtorno psiquiatrico associado,
comparados aos pacientes sem transtorno psiquiatrico, apresentavam
baixos niveis séricos de BDNF e, quando comparados com o grupo
controle, ambos mostravam niveis de BDNF baixos, o que demonstra
que os baixos niveis de BDNF nao estdo relacionados aos transtornos
psiquiatricos e sim a DM.

A perda de fungdo BDNF ¢ relatada em pacientes com transtornos
psiquiatricos como o transtorno de humor bipolar (Scola, et.al. 2015),
depressdo maior (Shimizu et.al., 2003), esquizofrenia (Lee et.al., 2015),
TDHA (Liu etal. 2015), e outros. Um estudo recente mostra que
pacientes portadores de DM apresentam decréscimo dos niveis de
BDNF, IL-10 e da atividade da superoxido dismutase e um aumento de
IL-1B (Comim et.al. 2015). Durante o processo de aprendizagem e
formacdo da memoria, o BDNF atua em diversas funcdes. Neste estudo
foi observado que pacientes com DM independente do diagnostico
psiquiatrico, apresentavam alteragdes nos niveis de BDNF séricos. Estes
resultados sugerem a possibilidade de envolvimento cerebral durante o
processo da doenga.

Alguns autores relataram associagdo entre a expansdo de CTG e o
nivel de cogni¢do global medida pelo WAISS ou pelo MEEM (Perini
et.al. 1999; Marchin et.al. 2000). Outro estudo recente mostrou que o
comprometimento intelectual é uma caracteristica comum e importante
na DM, ndo so6 de inicio precoce no paciente adulto, mas também entre
as formas menos severas de DM com base no escore de QI comparado
com a populacdo geral (JEAN et.al., 2014). Por outro lado, os estudos
sobre os transtornos psiquiatricos em pacientes com DM s@o poucos.
Winblad et.al. mostraram que pacientes portadores de DM mostraram
sinais clinicos de depressio (Wimblad et.al. 2010). A condi¢ao
depressiva ¢, porém, leve a moderada. Transtornos do humor e de
personalidade associado & apatia e aversdo social é visto de forma
recorrente (Wimblad et.al. 2005; Med e Sansone, 2007).
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Neste estudo, cinco pacientes apresentavam transtornos psiquiatricos
apos a avaliagdo clinica. Estes achados mostraram que além dos baixos
niveis de BDNF no soro e o desempenho inferior nos testes cognitivos, a
maioria dos pacientes apresentou transtorno psiquiatrico associado. Em
outro estudo recente, verificou-se que a atrofia cortical e subcortical da
substincia cinzenta e branca foi significativa em pacientes com DM.
Este resultado estd associado a deficiéncia cognitiva, depressdo e
sonoléncia diurna, indicando envolvimento parcial das redes neuronais
complexas (Schneider e Gold et.al., 2015). Outros autores ainda relatam
que a frequéncia de transtornos do humor em DM néo é maior do que na
populagdo geral ou em outras doengas neuromusculares que ndo afetam
o cérebro diretamente (Kolkman et.al. 2007; Wimblad et.al. 2010).

Nos testes cognitivos, especialmente o WMS-R, podemos observar
que os pacientes mostraram comprometimento da memoria de trabalho
sendo maior na memoria logica. Os resultados ndo indicaram que a
memoria imediata ou a memoria tardia sdo um fator significativo. Isto
pode ser corroborado pelo teste WAISS que indica a existéncia de um
déficit em pensamento 1ogico entre os pacientes avaliados. E necessario
dizer que a avaliagdo cognitiva ndo se baseia no contexto social e
historico dos pacientes. A consequéncia disso € a criagdo de uma
variavel nos resultados que nio poderia ser explorada nem pela escassez
de tempo, nem pelo fato que ndo seria a proposta de pesquisa, realizar
questdes socioldgicas em cada paciente.
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6 CONCLUSAO

Os estudos pré-clinicos demonstram que os animais mdx apresentaram
alterag@o nos processos de aprendizado e memdria € no comportamento
semelhante a depressdo. Além disso, houve um aumento dos niveis de
IL-1p e TNF-a em tecido cerebral. Entretanto, ndo houve alteracao nas
proteinas sinaptofisina e PSD-95 também em tecido cerebral. J& no
estudo clinico com sujeitos com diagnoéstico de DM, houve uma
diminuigdo dos niveis séricos de BDNF sem alterar os niveis de enolase
e S100B. Alteragdes cognitivas também foram evidenciadas nestes
individuos bem como alguns diagnosticos de importantes transtornos
psiquiatricos. Este é o primeiro estudo a evidenciar um aumento de
citocinas pré-inflamatorias e da atividade da MPO em SNC de animais
mdx. Os mecanismos que conduzem as lesdes do SNC na DMD ainda
sdo desconhecidos. Entretanto, estas evidéncias sugerem que possa
haver um processo neuroinflamatério no SNC durante o curso da doenca
e que ha necessidade de continuidade das pesquisas neste campo.
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pesquisa intitulada “Envolvimento do sistema nervoso central na Distrofia Muscular de
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