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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Avaliação de peptídeos biologicamente ativos, derivados da matriz extracelular, para tratamentos de ca-

mundongos distróficos 

 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM CIÊNCIAS 

 

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) atinge 1 a cada 3600 a 600 meninos nascidos vivos 

e é uma doença genética ligada ao cromossomo X. Ela é causada por mutações no gene da 

distrofina, levando ao comprometimento na expressão da distrofina, proteína que estabiliza o 

sarcolema durante a contração. Na DMD, ocorre uma degeneração e fraqueza muscular pro-

gressiva, resultando na perda da função muscular, complicações cardiorrespiratórias e a morte 

em torno aos 20 anos de idade. A laminina-111(LAM-111) foi proposta para DMD como uma 

efetiva terapia baseada em proteína, prevenindo a patologia em camundongos mdx, modelo 

animal da doença. Uma proteólise parcial de proteínas da matriz extracelular, como a lamini-

na-111, produz peptídeos chamados matricinas e vários deles são capazes de modular ativida-

des celulares.  Nesse estudo avaliamos o efeito biológico dos peptídeos derivados da LAM-

111 em mioblastos e do peptídeo SIKVAV ou da LAM-111 em músculos distróficos de mdx. 

Para avaliar a adesão de mioblastos, nós incubamos a linhagem celular C2C12 em placas pré-

tratadas com 1µg de LAM-111 ou seus peptídeos e bloqueada com BSA. O peptídeo AG73 

foi capaz de promover a adesão assim como a LAM-111. Depois disso, avaliamos a migração 

de mioblastos com ensaio de Transwell, a LAM-111 e seus peptídeos foram incubados com 1, 

50 ou 100 μg na câmara inferior. Na parte superior colocamos as células em meio sem soro. 

Depois de 16 horas, contamos as células migrantes. O AG73 e a LAM-111 promoveram a 

adesão como o controle positivo de migração com soro. Para avaliar a diferenciação, nós cul-

tivamos mioblastos C2C12 em placas tratadas com 10 µg de LAM-111 e seus peptídeos e 

induzimos a diferenciação por três dias. Interessantemente, o AG73 aumentou a hipertrofia 

dos miotubos, o que não foi observado em outras condições. Para avaliação de proliferação 

nos tempos de 24 e 48 horas, os mioblastos foram incubados em placas tratadas com 1 ou 10 

µg de LAM-111 ou peptídeos. Não foram observadas diferenças entre os grupos. Devido aos 

efeitos biológicos relevantes do peptídeo SIKVAV descritos na literatura, avaliamos o efeito 

protetor desse fragmento ou da LAM-111 in vivo no modelo animal da DMD com ou sem o 

dano induzido por CTX. Para isso, camundongos mdx de 3 a 4 semanas receberam 100µL de 

peptídeo SIKVAV (0,1µg/mL) ou LAM-111 (100 µM) nas patas direitas e nas patas esquer-

das, tampão fosfato (PBS). Depois de três dias, os músculos foram coletados para análise ou 

foram exacerbados em dano com 100µL de cardiotoxina (CTX)(10µM), e depois outras cole-

tas foram realizadas, no quarto e no décimo dia após à injúria. Os tratamentos foram capazes 

de reduzir os linfócitos no quarto dia após a CTX. A fibrose é um importante evento patológi-

co da doença, o tratamento com LAM-111 foi capaz de reduzir a fibrose no decimo dia após a 

CTX e o dano seguido de regeneração no quarto dia. Em suma, o peptídeo AG73 demostrou 

in vitro efeitos biológicos relevantes a fisiologia muscular. E o peptídeo SIKVAV não mos-

trou efeito protetor em músculos distróficos danificados com CTX.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Evaluation of laminin-111-derived peptides in treatment for dystrofic mice. 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY 

 

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) affects 1 in 3600 to 6000 male births and is an X-

linked recessive disorder. It is caused by mutations in the dystrophin gene, leading to the lack 

of dystrophin expression, a protein that stabilizes the sarcolemma during muscle contraction. 

In DMD, there is a progressive muscle weakness and wasting, resulting in loss of motor func-

tion, cardiorespiratory complications and death in the 20s. Laminin-111(LAM-111) was pro-

posed as an effective protein-based therapy for DMD, as it prevents the pathology in mdx 

mice, a murine model for the disease. Furthermore, it improved myoblast transplantation ther-

apy in mdx mice. Partial proteolysis of matrix extracellular proteins, as LAM-111, produces 

peptides called matrikines and many of them can modulate cell activity. In this study, we in-

vestigate the biological effect of laminin-derived peptides or LAM-111 in myoblasts in vitro 

and the treatment in dystrophic muscles of mdx mice with LAM-111 or SIKVAV peptide in 

vivo. To evaluate the myoblast adhesion, C2C12 cell line was incubated in a plate with 1μg of 

LAM-111 or its derived peptides with BSA blocking. The peptide AG73 was able to promote 

the myoblast adhesion as LAM-111. Next, we evaluated the myoblast migration using 

Transwell assay, the LAM-111 or peptides were incubated 1, 50 or 100 μg in the bottom 

chamber. On the upper chamber, we incubated C2C12 with serum free medium. After 16 

hours, we counted the cells in the lower part of membrane. The peptide AG73 and LAM-111 

improved myoblast migration as the positive control with serum. To evaluate the myogenic 

differentiation, we seeded C2C12 cell line in a plate coated with 10μg LAM-111 or peptides 

and we induced differentiation until the third day. Interestingly, the peptide AG73 enhanced 

the miotube’s diameter but not the other conditions. Next, we cultivate the myoblasts in a 

plate coated with 1 or 10μg of LAM-111 or peptides for evaluation of proliferation after 24 

and 48 hours. We did not observe any differences between the groups. Due the biological ef-

fects of SIKVAV described in literature, we evaluate the protective effect of this peptide or 

laminin-111 in mdx muscles damaged or not with cardiotoxin (CTX). For this, mdx mice with 

3 to 4 weeks of age received 100µL of SIKVAV (0,1µg/mL) or LAM-111 (100µM) in right 

side legs, in other side they received phosphate buffered saline (PBS). After three days, a 

group of muscles was harvested, and the other groups was injected with 100µL of CTX 

(10µM), the muscles were collected at 4 or 10 days after CTX-induced injury. The treatments 

reduced the lymphocytes population in muscles in the fourth day after CTX-induced injury. 

Fibrosis is an important hallmark in DMD and the treatment of LAM-111 was able to reduce 

excessive collagen deposition at 10 days after CTX-induced damage. Furthermore, LAM-111 

improved the muscle damage followed by regeneration in forth day after CTX. In conclusion, 

AG73 peptide demonstrated important biological effects in myoblasts and SIKAV does not 

have a protective effect in dystrophic muscles damaged with CTX.  
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

µL: microlitros 

µm: micrometros  

AON: oligonucleotídeos antisense  

CK: Creatinoquinase 

CTX: Cardiotoxina 

DAMP: Padrões associados a dano 

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne 

eMyHC: Cadeia pesada de miosina embrionária 

HGF: Fator de crescimento do hepatócito 

IFN-γ: Interferon do tipo gama 

IGF: Fator de crescimento semelhante à insulina  

IL-10: Iterleucina-10 

MCP-1: Proteína quimiotática de monócitos 1 

MEC: Matriz extracelular 

mm: milímetros  

MMP: Metalopeptidases 

MRF4: Fator de regulação miogênica 

Myf-5: fator miogênico tipo 5 

MyoD: myogenic differentiation 

NF-kB: O fator de nuclear kappa B  

nNOS: óxido nítrico sintase neuronal 

NO: óxido nítrico 

OCT: Solução criopreservante  

Pax-7: Proteína de caixa dupla 

PRR: receptores de reconhecimento de padrões 

SUS: Sistema Único de Saúde 

TGF-β: Fator de crescimento tecidual do tipo beta 

TGF-β: fator de crescimento tecidual do tipo beta 

TIMP: inibidores teciduais de metalopeptidases de matriz 

TLRs: receptors do tipo toll 

TNF-α: Fator de necrose tumoral 
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1 INTRODUÇÃO 

 
As distrofias musculares são doenças de caráter hereditário caracterizadas por fraqueza 

e degeneração muscular progressiva com grande variabilidade de distribuição e gravidade. A 

Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é forma mais comum dentre elas, acomete 1 a cada 

3600-6000 meninos nascidos vivos (BUSHBY e colab., 2010; RYDER e colab., 2017) e é 

uma doença rara ligada ao cromossomo X. Os pacientes apresentam dificuldades motoras e a 

força muscular se deteriora de forma progressiva. Ocorrem complicações cardíacas, ortopédi-

cas e respiratórias, com a morte em torno da maioridade (BUSHBY e colab., 2010; EMERY, 

1994).  

A etiologia da doença é baseada em mutações que afetam a expressão da distrofina, proteína 

do citoesqueleto que proporciona a ligação entre a matriz extracelular e a maquinaria contrátil 

no interior da célula. Geralmente, o início dos sintomas aparece entre 2 e 5 anos de idade com 

alterações sutis, como dificuldades de subir escadas e marcha peculiar. Em seguida, ocorre 

extensa degeneração muscular, resultando na perda progressiva de função motora. Durante a 

adolescência aumentam-se complicações cardíacas e respiratórias e normalmente aos 12 anos 

o uso da cadeira de rodas é necessário por decréscimo na ambulação. Alterações ortopédicas, 

cognitivas e digestivas também são relatadas. Algumas intervenções cardiorrespiratórias se 

propõem a aumentar a estimativa de vida dos pacientes (LIANG e colab., 2018). 

Alguns sinais contribuem para a suspeita clínica da DMD como atraso psicomotor, 

fraqueza muscular, pseudo-hipertrofia das panturrilhas, aumento das dosagens séricas de tran-

saminases ou creatinoquinase. O primeiro exame é determinação da creatinoquinase (CK) no 

soro que é um dos indicadores de dano sistêmico. Uma vez apresentando valores altos, são 

requisitados os testes confirmatórios a fim de detectar a mutação genética ou a ausência da 

distrofina pela biópsia do músculo (ARAUJO e colab., 2017).  

Ainda não há cura para a doença, porém o tratamento farmacológico utilizando corti-

costeroides pode atrasar o curso da doença. A fisioterapia motora e pulmonar também contri-

bui para a melhora do quadro do paciente. Para isso, um diagnóstico eficaz e antecipado é 

necessário. No Brasil, o período entre o aparecimento dos sintomas e o diagnóstico final é 

longo em comparação a outros países, comprometendo o planejamento familiar e o prognósti-

co dos pacientes (PRUFER DE QUEIROZ e colab., 2004).  

 

1.1 Tecido muscular 
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De forma vital, os organismos vertebrados dependem da contração voluntária e imedi-

ata da musculatura esquelética. Em movimentos de caráter involuntários, tais como o bati-

mento cardíaco e o peristaltismo do intestino são requisitados a musculatura cardíaca e a mus-

culatura lisa, respectivamente (ALBERTS e colab., 2008) 

A estrutura muscular apresenta uma projeção dos tendões que se estende por sua estru-

tura que é chamada de epimísio. Essa bainha abrange todo o corpo do músculo, o subdividin-

do em fascículos ou feixes envolvidos por sua própria camada de tecido conjuntivo, denomi-

nada como perimísio. Cada fascículo é um conjunto de fibras musculares (células) que são 

circundadas por uma camada, o endomísio, e a membrana celular das fibras é chamada de 

sarcolema (RAHIMOV e KUNKEL, 2013) (Figura 1.1). 

O músculo esquelético é composto por muitas fibras (células musculares) que variam 

de diâmetro: de 10 a 80 µm. Essas fibras são constituídas por filamentos chamados de miofi-

brilas em seu citoplasma (sarcoplasma), aproximadamente, 1500 filamentos de miosina e 

3000 filamentos de actina. Ambos os filamentos são grandes moléculas poliméricas e ao inte-

ragirem proporcionam a contração muscular (HALL e GUYTON, 2011). 

 

 

Figura 1.1 Estrutura do músculo estriado esquelético. O tendão se projeta sobre músculo 

formando o epimísio. O perimísio envolve os feixes musculares e o endomísio, as fibras mus-

culares. Autoria própria.   
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Além dos componentes celulares do tecido muscular, temos a matriz extracelular 

(MEC), não somente como um suporte físico às células, mas também participando de proces-

sos bioquímicos e biomecânicos como morfogênese, diferenciação e homeostase. Os compo-

nentes da MEC são divididos em dois grupos, proteínas estruturais fibrosas e proteoglicanos. 

Nas proteínas fibrosas estruturais temos o colágeno, fibronectina e lamininas. Já nos proteo-

glicanos, estão presentes as decorinas, sindecanos e glicosaminoglicanos (FRANTZ e colab., 

2010).  

Os componentes da MEC são sítio-específicos e possuem grande variabilidade entre 

tecidos. Mesmo com grande contribuição da parte contrátil para a funcionalidade do músculo, 

devemos considerar os integrantes não contráteis, como vasos sanguíneos, nervos e tecido 

conectivo.  A MEC interfere na função fisiológica do músculo, na sua capacidade adaptativa 

ao dano e na manutenção da regeneração muscular (GILLIES e LIEBER, 2012).  

O músculo é um tecido bastante plástico e adaptável, e durante danos fisiológicos e 

patológicos do músculo o remodelamento da MEC é presente, no qual há um balanço entre a 

síntese de componentes e sua degradação. As metalopeptidases de matriz (MMP) participam 

da clivagem, sendo que as mais secretadas no microambiente muscular são a MMP-2 e a 

MMP-9. A fim de inibir a atividade dessas enzimas, os inibidores teciduais de metalopeptida-

ses de matriz (TIMPs) são secretados se ligando as MMPs para manter sua forma inativa. Es-

ses conjuntos de fatores contribuem para homeostase muscular (GILLIES e LIEBER, 2012).  

As fibras musculares são de caráter pós-mitótico, ou seja, são incapazes de se dividir e 

gerar outras células similares. Considerando que essas são constantemente danificadas, há a 

necessidade de regeneração. A principal célula progenitora adulta responsável por esse evento 

é a célula satélite. Essa célula miogênica é mononucleada, descrita inicialmente por Mauro 

(1961), e é localizada anatomicamente entre a lâmina basal e o sarcolema. Em um abiente 

muscular livre de injúria, essas células se encontram em estado de quiescência (repouso). O 

fator de transcrição predominante nessa fase é o paired box-7 (Pax-7). Em cada fase temos 

diferentes fatores, modulando geneticamente o fenótipo celular (TEDESCO e colab., 2010). 

As células satélites sendo ativadas expressam além do Pax7, o MyoD e o Myf5 que não são 

observados no estado de quiescência. Se essas continuarem a diferenciação há um aumento de 

miogenina e posteriormente MRF4 diminuindo o Pax7. Todas essas alterações são intrínsecas 

da célula muscular, porém fatores extrínsecos durante o processo de regeneração como células 

inflamatórias, hormônios e influências do tecido nervoso podem contribuir no ambiente rege-

nerativo (Figura 1.2) (KARALAKI e colab., 2009; TIDBALL e colab., 2014). 

Em caso de dano muscular por trauma, agentes miotóxicos ou doenças como a DMD, 

as células satélites são ativadas entrando no ciclo celular. Vários componentes podem induzir 
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a ativação, como o fator de crescimento de hepatócitos (HGF), o fator de crescimento seme-

lhante à insulina (IGF) e o óxido nítrico (NO). Cada célula-filha pode ter dois destinos, dis-

tanciar da proliferação evoluindo para diferenciação terminal ou repor a população de células 

satélites para situações de regeneração futuras. Ao diferenciar, essas alcançam o fenótipo de 

miócitos fusionado entre si para formar miotubos multinucleados que no final resultam em 

fibras musculares (TEDESCO e colab., 2010; TIDBALL e colab., 2014). 

 

Figura 1.2 Processos celulares envolvendo a miogênense. Durante estágios iniciais de dano 

e inflamação, ocorre a ativação das células satélites, que começam a proliferar e expressar 

fatores de transcrição específicos de músculo, como o MyoD e o Pax-7. Esse último é essen-

cial para diferenciação inicial. Para repor a população de células satélites, após a ativação, 

algumas células retornam ao fenótipo quiescente com expressão de Pax-7. Em contrapartida, 

as demais saem do ciclo celular se comprometendo com a diferenciação mais avançada. Os 

miócitos expressam os genes miogenina e MyoD, que aumentam a fusão celular formando os 

miotubos, que são sincícios celulares que expressam MRF4 e miogenina. Esses seguem para 

diferenciação terminal formando fibras musculares.  Adaptado de (TIDBALL e colab., 2014). 

A distrofina é uma proteína intracelular em forma de cauda e com papel essencial ao 

músculo. Juntamente com ela, as proteínas associadas à distrofina formam o complexo distro-

glicano. Esse conjunto não só mantém a integridade celular, mas também auxilia na resposta 

ao estresse. Ele é composto por proteínas intracelulares, transmembranares e extracelulares 

(Figura 1.3) (KHURANA e DAVIES, 2003) (DURBEEJ e CAMPBELL, 2002) (BLAKE e 

colab., 2002) (KLINGLER e colab., 2012). 
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1.2 Fisiopatologia da DMD 

Com a ausência da proteína distrofina, o complexo de proteínas associadas a ela é per-

dido, fomentando ainda mais as alterações fisiológicas, bioquímicas e imunológicas no tecido 

muscular. Em estágios iniciais da doença, as biópsias apresentam grande degeneração com a 

presença massiva de células inflamatórias, no entanto, mesmo nesse contexto de dano, a rege-

neração é presente, recuperando parcialmente as fibras perdidas. Já nos períodos mais avan-

çados, a capacidade regenerativa reduz e ocorre depósito de tecido conectivo caracterizando a 

fibrose. Em vista disso, o cerne da fisiopatologia da DMD está no desequilíbrio entre a necro-

se e a regeneração dos mioblastos (Figura 1.4)(DECONINCK e DAN, 2007).  

Figura 1.3  Esquema ilustrativo do complexo distroglicano. Na parte interna do sarcolema 

é encontrada a enzima óxido nítrico sintetase neuronal (nNOS), as sintrofinas (α1 e β1), a α-

distrobrevina e a distrofina. As proteínas transmembranares são as sarcoglicanas, a β-

distroglicana e o sarcospan. Os componentes extracelulares são a α-distroglicana e a laminina-

2. Adaptado de (FAIRCLOUGH e colab., 2013). 
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De forma integrada, a fisiopatologia da DMD é dividida em anormalidades celulares e 

teciduais. A nível celular, temos, fragilidade da membrana, proteólise excessiva, homeostase 

de cálcio comprometida, estresse oxidativo e morte celular. Em relação ao tecido, temos, re-

generação muscular afetada, problemas vasculares, inflamação e fibrose(BLAKE e colab., 

2002). 

A distrofina proporciona a ligação entre componentes contráteis no interior da célula 

com a MEC estabilizando o sarcolema. Em sua ausência, a contração fica excêntrica aumen-

tando a suscetibilidade de dano ao sarcolema, como dito anteriormente. Nesse caso, ocorre a 

entrada de proteínas séricas (albumina e imunoglobulinas, por exemplo) e saída de enzimas 

intracelulares obrigatórias a níveis séricos, como a CK. Esses achados patológicos são co-

muns na doença (DUNCAN, 1989; RAHIMOV e KUNKEL, 2013; STRAUB e colab., 1997). 

O músculo distrófico, comparado ao normal, apresenta maior depósito de cálcio, o que 

indica um comprometimento da homeostase de cálcio. Há duas hipóteses sobre o aumento de 

influxo de cálcio no músculo: a primeira aponta para o rompimento da membrana como porta 

de entrada desse íon e a segunda retrata que a ausência da distrofina compromete os canais de 

cálcio facilitando o vazamento. 

Com maior influxo de cálcio, proteases aumentam suas atividades. Isso ocorre, porque 

algumas dessas são dependentes de cálcio. As calpaínas são as mais comuns, degradando 

componentes celulares que fomentam a patogênese. As MMPs têm maior expressão em paci-

entes DMD e camundongos mdx, sendo que a MMP-2 é predominante em estágios mais tar-

dios de regeneração e a MMP-9 em momentos de extenso dano e inflamação. No ambiente 

hostil do músculo, o citoesqueleto, a membrana e os componentes da MEC são degradados 

pela proteólise excessiva que é um evento patológico característico da DMD (BANI e 

LAGROTA-CANDIDO, 2008; BRIGUET e colab., 2015; CHEN, Xiaoping e LI, 2009).    

A distrofina participa de processos de sinalizações celulares de extrema importância. 

Na sua ausência, o complexo distroglicano se desfaz, impossibilitando o acoplamento da 

nNOS. Uma vez dispersa no citoplasma, essa enzima diminui sua atividade, comprometendo 

o óxido nítrico (NO) disponível. O NO é essencial para vasodilatação da microcirculação do 

músculo durante a contração. Sendo assim, a vasoconstrição predomina resultando em lesões 

por hipóxia ou estresse metabólico (ENNEN e colab., 2013).  

    O estresse oxidativo em músculos distróficos é muito relevante e esse evento é a-

pontado como causa primária da degeneração muscular. O influxo exacerbado de cálcio nas 

mitocôndrias contribui para formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), e esses provo-

cam peroxidação lipídica antes mesmo do aparecimento de necrose no tecido. O fator de nu-

clear kappa B (NF-kB) é estimulado pela presença de altos níveis de ROS. Essa via quando 
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ativada favorece o aumento de citocinas pró-inflamatórias aumentando ainda mais o ROS e o 

recrutamento de células inflamatórias. Além disso células inflamatórias infiltradas são capa-

zes de produzir ROS no tecido, porém há uma deficiência de NO para sequestra-los devido à 

baixa atividade da nNOS (WHITEHEAD e colab., 2006).  

 Sabe-se que durante o desenvolvimento da doença ocorrem ciclos de dano e regenera-

ção. Esse processo ativa as células satélites estimulando-as a se dividirem dando origem aos 

mioblastos que irão se fusionar e reparar sítios necróticos das fibras distróficas. Os músculos 

de pacientes DMD, em estágios iniciais da doença, apresentam um terço das fibras com ex-

pressão de cadeia pesada de miosina embrionária (eMyHC) que é um marcador de fibras re-

cém-regeneradas no tecido. Ou seja, os mecanismos regenerativos são muito requisitados em 

estágios iniciais (DECARY e colab., 2000). 

As células satélites de pacientes DMD comparadas com as de pacientes saudáveis pos-

suem um encurtamento do telômero, devido à grande demanda no músculo distrófico. Os te-

lômeros são regiões no final do cromossomo e seu tamanho pode ser mensurado e inferido 

como um "histórico replicativo" da célula avaliada. O comprometimento progressivo da rege-

neração é explicado pela exaustão dessas células (DECARY e colab., 2000). Através do culti-

vo das células isoladas de pacientes DMD jovens foi possível avaliar a funcionalidade dessas. 

Comparando com células de indivíduos normais, as células satélites de distróficos apresentam 

uma capacidade proliferativa muito inferior. A desmina é um marcador específico para cito-

esqueleto de células musculares e indica miogenicidade de células isoladas. Os mioblastos 

oriundos de pacientes DMD apresentaram miogenicidade baixa e até mesmo nula 

(RENAULT e colab., 2000).    

Em virtude do sarcolema lesionado, componentes intracelulares são externalizados si-

nalizando ao sistema imune sinal de perigo. Os padrões associados à dano (DAMPs) que são 

reconhecidos por receptores de padrões moleculares (PPR), sendo que no múscuclo distrófico 

os receptores do tipo toll (TLRs) são os mais requisitados. Esses receptores ativados, junta-

mente com outros eventos da patogênese, o aumento de ROS e o influxo exacerbado de cálcio 

intracelular, induzem a ativação de NF-kB que participa de forma central na inflamação da 

DMD. Esse fator de transcrição inibe genes anti-inflamatórios e ativa genes inflamatórios, 

como citocinas e quimiocinas, atraindo células inflamatórias para o músculo distrófico 

(MIYATAKE e colab., 2016).  

Do repertório de células infiltradas no músculo, os tipos celulares encontrados são ma-

joritariamente macrófagos e poucos linfócitos T. Macrófagos do tipo M1 são de caráter pró-

inflamatório e estão presentes nas fases iniciais da doença, promovendo digestão de restos 

celulares e degeneração muscular, secretando interferon do tipo gama (IFN-γ) e fator de ne-
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crose tumoral-α (TNF-α). Já os macrófagos M2 são de perfil anti-inflamatório, participam da 

resolução da inflamação em fases mais avançadas e são capazes de inibir a citotoxicidade 

mediada pelos macrófagos M1, produzindo interleucina do tipo 10 (IL-10) e fator de cresci-

mento tecidual do tipo β (TGF-β) (CASCABULHO e colab., 2012; VILLALTA e colab., 

2009) . 

Tipos celulares menos abundantes podem ter fortes efeitos na patogênese. As células T 

regulatoras (Tregs) foram apontadas como moduladoras na resposta e na polarização de ma-

crófagos. A depleção das Tregs compromete a secreção de IL-10, aumentando a presença de 

macrófagos M1 que agravam a doença. O linfócito T gama delta, uma subpopulação de linfó-

citos capazes de reconhecer antígenos diretamente, quando presentes no infiltrado inflamató-

rio no coração de camundongos mdx, têm um papel imunomodulador, diminuindo o infiltrado 

de macrófagos (CASCABULHO e colab., 2016; VILLALTA e colab., 2015).   

Por fim, em estágios mais avançados, a regeneração reduz, restando o mecanismo de 

reparo, a fibrose. Essa se caracteriza pelo depósito de componentes da MEC de forma desre-

gulada comprometendo a função do órgão. Além da disfunção muscular, esse evento patoló-

gico contribui para diminuição de ação de alguns agentes terapêuticos. Na DMD, o TGF-β é o 

fator pró-fibrogênico mais importante, induzindo à secreção de colágeno por fibroblastos. Os 

macrófagos M2 foram apontados como fonte de TGF-β e consequentemente responsáveis 

pela fibrose muscular. O TGF-β também inibe a degradação da MEC, comprometendo a ati-

vidade das MMPs (KHARRAZ e colab., 2014). 
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1.3 Estratégias terapêuticas para DMD 

Ainda não há cura para DMD e nem tratamento eficaz disponível. As estratégias tera-

pêuticas são divididas em terapias gênicas, transplante celular e intervenções farmacológicas. 

Vale lembrar que as duas primeiras ainda são inacessíveis, dispendiosas ou estão em estudos 

pré-clínicos. Em relação aos fármacos disponíveis, há os glicocorticoides, que possuem efei-

tos anti-inflamatório, anabolizante e estabilizador da homeostase do cálcio (KHURANA e 

DAVIES, 2003). 

Figura 1.4 Patogênese da DMD. Com a ausência da distrofina, o complexo distroglicano 

fica comprometido aumentado a suscetibilidade de lesão no sarcolema induzida pela contra-

ção muscular. Com isso, ocorre um aumento no influxo de cálcio ativando as proteases de-

pendentes de cálcio. Há um amento de espécies reativas de oxigênio pela baixa atividade da 

nNOS e o tecido muscular se degenera em constantes ciclos de necrose, inflamação e regene-

ração. Ocorre depósito de tecido conectivo, fibrose, devido à capacidade regenerativa reduzi-

da do músculo distrófico. Por último, há perda de funcionalidade muscular. Adaptado de 

(GUIRAUD e DAVIES, 2017). 
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A fim de melhorar a qualidade de vida dos pacientes e de aprimorar o entendimento 

sobre a doença, muitos ensaios clínicos são realizados. A maioria desses está em fases iniciais 

e de recrutamento, restando poucos em fases mais avançadas e conclusivas. As propostas 

principais dessas intervenções são restaurar a expressão proteica da distrofina; estabilizar o 

sarcolema e/ou com aumento de proteínas de adesão que compensam a proteína ausente; di-

minuir a inflamação e/ou aumentar a regeneração muscular (MAH, 2016).  

Para o estudo da doença e desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, o ca-

mundongo mdx vem sendo amplamente utilizado. Esse camundongo é resultante de uma 

mutação espontânea numa colônia de camundongos C57BL/10 que apresentou níveis de CK 

séricos elevados apontando uma possível manifestação similar à DMD humana. O gene da 

distrofina nesses camundongos possui um ponto de parada prematura no éxon 23 resultando 

no comprometimento da expressão proteica. As manifestações da doença são relevantes e 

queda da sobrevida é de 20%. Apesar de sua similaridade, seu fenótipo é mais brando em re-

lação à doença humana. Para a avaliação de novas estratégias terapêuticas preventivas são 

necessárias técnicas que exacerbam o fenótipo, como exercícios e miotoxinas (BULFIELD e 

colab., 1984; KORNEGAY e colab., 2014). 

 

1.3.1 Terapias Gênicas 

Há duas formas de induzir a expressão da distrofina, a edição gênica e a entrega do 

gene. O intuito das terapias gênicas é desenvolver um gene, inseri-lo em células de interesse e 

integrá-lo ao genoma do hospedeiro. Uma grande dificuldade da entrega do gene da distrofi-

na, é o seu tamanho. O adenovírus é comumente utilizado como um vetor, infectando as célu-

las do paciente para disponibilizar o gene da distrofina. Para utilizar esse vetor, é necessário 

reduzir o gene da distrofina deixando-o menor com partes essenciais apenas (microdistrofina) 

ou fracionar regiões e administrar separadamente. Em modelos animais, essa terapia mostrou 

uma melhora na força muscular, porém em pacientes a expressão da microdistrofina é baixa 

(CRISPI e MATSAKAS, 2018; FAIRCLOUGH e colab., 2013). 

Para expressão de um gene, uma fita molde de RNAm é formada e partir dela os ribos-

somos sintetizam a proteína de interesse. Alguns pacientes possuem um ponto de parada pre-

matura no meio do gene, impossibilitando a expressão correta da distrofina. O Atularen é um 

aminoglicosídeo, seu mecanismo é permitir a leitura em pontos de parada possibilitando a 

expressão de uma distrofina funcional. Apesar de promissor, ensaios com este composto em 

humanos mostram baixa eficácia (FAIRCLOUGH e colab., 2013).  

Antes da formação do mRNA, o pré-mRNA é formado com íntros e éxons. No proces-

samento, os íntrons são retirados e os éxons são unidos. Pacientes com deleções no gene da 
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distrofina podem perder regiões referentes a éxons importantes na leitura da tradução da pro-

teína. Por exemplo, alguns pacientes não possuem a região do éxon 50 e os éxons 49 e 51 não 

formam quadro de leitura. Os oligonucleotídeos antisense (AONs) possibilitam a retirada de 

éxon indesejados durante o splicing possibilitando a leitura. O morpholino phosphorodiami-

date oligonucleotide (PMO), um AON, foi capaz de recuperar a expressão da distrofina em 

pacientes (CRISPI e MATSAKAS, 2018).  

Mesmo sendo muito promissoras, alguns fatores negativos estão presentes nessas tera-

pias. O alto custo, a baixa disponibilidade, o espectro de atuação reduzido (algumas mutações 

não são atendidas) e toxicidade. Porém, a resposta imune do hospedeiro contra os vetores e a 

proteína que passaria a ser expressa estão sendo discutidos em terapias gênicas, pois os paci-

entes apresentam resposta contra o vírus adenoassociado, diminuindo a eficácia. Esses tam-

bém possuem fibras revertentes para a expressão da distrofina sendo expostos a esse antígeno. 

Considerando esses efeitos indesejados, algumas tentativas de imunossupressão para diminuir 

a reposta mediada por células T e anticorpos já foram realizados (SETO e colab., 2014). 

  

1.3.2 Terapia celular 

As células-tronco têm a capacidade de se multiplicar mantendo o fenótipo indiferenci-

ado e de se diferenciar em diversas linhagens celulares. A medicina regenerativa consiste na 

utilização desse tipo celular como tratamento. Essa proporcionou possibilidades de tratamento 

para doença de Alzheimer, infarto no miocárdio e esclerose amiotrófica lateral.  Essa estraté-

gia terapêutica é uma das mais promissoras para tratamento da DMD e pode ser feita de duas 

formas diferentes: as próprias células do paciente editadas geneticamente a fim de repôr a 

expressão da distrofina ou o transplante halogênico com células de um doador saudável 

(SIENKIEWICZ e colab., 2015). 

De forma geral, existem dois tipos de células tronco: células-tronco embrionárias e cé-

lulas-tronco adultas, e vários tipos podem ser miogênicos sendo eleitos para terapias. O uso 

autólogo de células-tronco hematopoiéticas adultas da medula óssea já foi realizado em ensai-

os clínicos, aumentando a força muscular e qualidade de vida dos pacientes. Outro método 

estudado é o uso de células-tronco pluripotentes induzidas. Essa célula é reprogramada a par-

tir de um fibroblasto da pele tornando-se indiferenciada. Assim, é possível forçar a expressão 

de fatores de transcrição miogênicos (Pax-7 ou MYOD) diferenciando-a em fibras musculares 

(LEE, 2007; MIYAGOE-SUZUKI e TAKEDA, 2017; SHARMA e colab., 2013).  

As células satélites, em situação de dano muscular, têm a capacidade de dar origem a 

mioblastos que se fusionam regenerando o músculo. Devido a essa peculiaridade, o transplan-

te desse tipo celular foi apontado como uma intervenção terapêutica para a DMD. Utilizando 
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camundongos mdx, Partridge e colaboradores (1989) realizaram um transplante de mioblastos 

que formaram fibras quiméricas, ou seja, sincícios celulares com núcleos de células do recep-

tor e do doador, possibilitando a expressão da distrofina.  

Os experimentos com modelos animais mostrando benefícios fomentaram os testes 

clínicos em pacientes distróficos. Os estudos iniciais apresentaram grande rejeição e pouca 

eficácia, considerando que os mioblastos eram oriundos de um doador saudável, mas com 

histocompatibilidade variável. Até mesmo quando a compatibilidade era alta, era observada a 

presença de anticorpos anti-distrofina no soro dos recipientes e alta rejeição imunológica. De-

pois disso, pensou-se em uma proposta de transplante autólogo, no qual as células seriam ex-

traídas do paciente, tratadas geneticamente, expandidas e reimplantadas. Vale lembrar que 

mioblastos coletados de músculos normais ou distróficos, têm a capacidade proliferativa baixa 

e uma alta tendência à senescência, dificultando a terapia (PARTRIDGE, Terry, 2002).Essa 

terapia celular possui características contraproducentes, pois nas primeiras horas do transplan-

te a maioria dos mioblastos morre com grande rejeição imunológica e há necessidade de vá-

rias inserções para administrar o transplante. Apesar dessas características, não houve relatos 

de grandes efeitos adversos ou do aparecimento de tumor proveniente das células transplanta-

das (PARTRIDGE, Terry, 2002; SETO e colab., 2014).  

Em suma, uma terapia celular ideal visa ser tolerada pelo sistema imune e ter alta ca-

pacidade proliferativa in vitro para alcançar um número de células suficiente. Além disso, as 

células transplantadas devem se diferenciar, recuperando o tecido muscular e repondo o nicho 

com células satélites positivas para distrofina (SIENKIEWICZ e colab., 2015).  

 

1.3.3 Terapias farmacológicas  

Diferentemente das outras abordagens terapêuticas, as intervenções farmacológicas 

não têm como objetivo devolver a expressão da proteína ausente. Utilizando moléculas ou 

fármacos, essa visa diminuir a inflamação do músculo, aumentar a regeneração, equilibrar a 

homeostase de cálcio e aumentar a expressão de proteínas de adesão compensatória. 

(KHURANA e DAVIES, 2003).  

O uso de corticoides como intervenção farmacológica foi proposto há mais de 50 anos. 

Devido aos seus diversos benefícios, esse tratamento é utilizado mundialmente como o trata-

mento padrão para a doença. Inicialmente, a proposta era diminuir o infiltrado inflamatório, 

porém, esse apresenta efeitos pleiotrópicos como, anabolizante, modulador da utrofina, regu-

lador da disfunção de cálcio e pró-miogênico (KHURANA e DAVIES, 2003). 

Os dois medicamentos mais utilizados são a predinisona e o deflazacorte, nas doses 

diárias iniciais de 0,75mg/Kg e 0,9mg/Kg, respectivamente. Ambos não competem em efeti-
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vidade, porém, o deflazacorte é utilizado em pacientes com tendência ao ganho de peso. Pre-

dinisona, além de ser mais barata, é oferecida pelo Sistema Único de Saúde (SUS). Com a 

finalidade de reduzir os efeitos colaterais e melhorar adesão ao tratamento diário, são feitos 

diferentes regimes de administração,  podendo ser em dias alternados, intermitentes (10 dias 

com e 10 dias sem) ou doses altas no final de semana (5mg/kg) (ARAUJO e colab., 2017; 

BUSHBY e colab., 2010).  

O início ideal do uso de corticoides é entre 2 a 5 anos de idade durante a fase de platô, 

no qual o paciente ainda não apresenta declínio de funções musculares. O término do trata-

mento pode variar de acordo com os efeitos colaterais. Vale lembrar que mesmo em fases 

tardias com perda de ambulação do paciente, corticoides ainda são indicados, pois o tratamen-

to melhora condições cardiorrespiratórias e preserva função dos membros superiores. Além 

disso, a dose mínima efetiva, 0,3mg/kg por dia, pode ser recorrida diminuindo consideravel-

mente os efeitos (ARAUJO e colab., 2017).  

Mesmo com boa eficácia que mostra mudança no curso da doença, devem-se conside-

rar os efeitos colaterais desse medicamento. Em uso contínuo pode induzir alterações compor-

tamentais, perda de densidade óssea, ganho de peso e aparecimento de cataratas. Outros even-

tos mais raros podem ocorrer, como fragilidade na pele, tolerância à glicose comprometida, 

suscetibilidade a infecções, hipertensão e disfunção da adrenal (ANGELINI e PETERLE, 

2012). Portanto, há necessidade de busca de novos compostos com baixa toxicidade, baixo 

custo e boa eficácia. O reposicionamento de fármacos também é uma alternativa viável para 

novas estratégias.          

É evidente a participação da desregulação do cálcio na patogênese da DMD. Os mús-

culos distróficos possuem um maior influxo de cálcio aumentando a proteólise e a necrose 

muscular. Ainda em teste experimental, o peptídeo AT-300, que bloqueia canais de cálcio, 

mostrou um moderado efeito terapêutico em camundongos mdx. Como um estabilizador de 

canais intracelulares, o fármaco de baixo peso molecular ARM210/S48168, mostrou melhora 

na função muscular (BLAT e BLAT, 2015; GUIRAUD e DAVIES, 2017).  

No caso do controle da fibrose, os inibidores da enzima conversora de angiotensina i-

nibem indiretamente o TGF-β diminuindo a fibrose tecidual. Além do seu efeito antifibrótico, 

é observada uma melhora cardiovascular do paciente acometido. Em camundongos mdx, o 

uso de anticorpos neutralizantes para TGF-β também possui efeito terapêutico relevante 

(BLAT e BLAT, 2015; KORNEGAY e colab., 2014; MAH, 2016). 

A inibição da miostatina tem sido uma intervenção muito requisitada, na tentativa de 

aumentar a massa muscular, uma vez que essa miocina regula negativamente o crescimento 

muscular. Foi testada a imunoterapia utilizando imunoglobulinas que neutralizam a molécula, 
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e apesar de não mostrar grandes resultados, essa intervenção ainda é promissora. Em contra-

partida, o IGF-1, um importante estimulador de progenitores miogênicos, mostrou influência 

na hipertofia e na diminuição da fibrose. Ela regula positivamente a proliferação e diferencia-

ção de células miogênicas. O teste em pacientes ainda está em curso (BLAT e BLAT, 2015; 

GUIRAUD e DAVIES, 2017; MIYATAKE e colab., 2016). Diversas outras propostas tera-

pêuticas de apoio têm sido estudadas, incluindo alternativas baseadas em componentes da 

MEC (THOMAS e colab., 2015).  

 

1.4 Lamininas e o controle da DMD 

Inicialmente, uma proteína não colágena da MEC foi descoberta em dois sistemas dis-

tintos, na membrana basal do sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) em modelo murino 

e em cultivo celular isolado de um carcinoma. A partir disso, foi possível caracterizar a estru-

tura e a bioquímica desta, nomeando-a de laminina. Por microscopia eletrônica, essa possuía 

um formato de cruz assimétrica com porções globulares em suas extremidades (ENGEL e 

colab., 1981; TIMPL e colab., 1979).    

Assim como a laminina do sarcoma EHS, outras moléculas similares, porém não idên-

ticas foram descobertas gradativamente em outros tecidos e células, obtendo novas isoformas. 

Posteriormente, todos esses achados foram categorizados como membros da família laminina.  

Essas foram denominadas como glicoproteínas de alto peso molecular compostas por três 

cadeias polipeptídicas ligadas por pontes dissulfeto. No genoma humano temos descritas 11 

cadeias geneticamente diferentes, resultando em uma vasta variedade de isoformas de lamini-

nas. Para a identificação, cada cadeia α, β ou γ é seguida de um número arábico de acordo 

com a identificação cronológica (AUMAILLEY, 2013).  

As lamininas são os principais componentes da membrana basal, onde interagem com 

outros componentes da MEC. Para alcançar seus efeitos biológicos, essas se ligam às integri-

nas, ao complexo distroglicano e aos sindecanos, estimulando vias de sinalização intracelula-

res. Elas estão envolvidas em processos celulares, como, adesão, diferenciação, resistência à 

morte, manutenção do fenótipo e migração (DOMOGATSKAYA e colab., 2012). 

 Atualmente, temos 18 isoformas de lamininas descritas com distribuição e expressão 

tecidual variadas em diferentes organismos. Essa peculiaridade é regulada e variada majorita-

riamente pela cadeia α das isoformas. A laminina-111 (α1, β1, γ1) (LAM-111) foi a mais des-

crita e possui grande participação na membrana basal durante a embriogênese, e na fase adulta 

essa diminui. A presença da cadeia α2 é abundante no sistema neuromuscular adulto e em 

alguns tecidos.  Já a α3 é mais encontrada na epiderme e a α4 no endotélio (DURBEEJ, 

2010).   
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1.4.1 Laminina-111 

A LAM-111 é de grande importância no desenvolvimento embrionário e possui diver-

sas funções. Recentemente, foi esclarecida a atuação da LAM-111 no nicho de células satéli-

tes durante a regeneração muscular. Para a manutenção do fenótipo dessa célula, é necessário 

um microambiente onde os fatores extrínsecos são controlados. Ao serem ativadas durante o 

dano muscular, a lâmina basal é degradada por MMPs, em seguida ocorre o depósito da subu-

nidade α1 no nicho. Essa isoforma auxiliaria a célula em sua proliferação e reposição da po-

pulação para outra situação de injúria. O modelo murino deficiente para cadeia α1 tem sua 

regeneração muscular comprometida, mostrando assim, a importância da LAM-111 nesse 

evento tecidual (RAYAGIRI e colab., 2018).  

Tratando-se da DMD, a LAM-111 foi proposta como terapia em modelos experimen-

tais. Em camundongos deficientes para distrofina, com tratamento intramuscular ou sistêmico, 

essa isoforma melhora na estabilidade do sarcolema e diminui o infiltrado inflamatório. Sua 

ação terapêutica seria resultante do aumento de proteínas de adesão compensatórias, a integri-

na α7β1 e a utrofina (ROONEY e GURPUR e BURKIN, 2009). 

Em caso de perda muscular por acidente ou cirurgia é indicado um transplante autólo-

go que consiste na retirada de uma porção de um músculo não afetado e inserção no músculo 

comprometido. Essa estratégia visa repor a massa muscular perdida e evitar a fibrose tecidual 

que resulta em disfunção. Para melhorar a eficácia do procedimento foi utilizado um biomate-

rial feito de ácido hilalurônico que diminui o persistente infiltrado inflamatório e aumenta a 

regeneração proporcionando uma reposição da força muscular. Apesar dessas propriedades 

positivas, esse não interage fortemente com as células, não interferindo na adesão, migração e 

proliferação. Para isso a LAM-111 foi utilizada para enriquecer o biomaterial. Comparado 

com o convencional, o proposto suplementado com LAM-111 melhora consideravelmente 

essa intervenção (GOLDMAN e colab., 2018).   

Essa isoforma também mostrou efeito em transplante de mioblastos. Ao coadministrar 

a LAM-111 com esses, a eficácia da terapia aumentou. A LAM-111 é capaz de aumentar a 

migração e a proliferação das células transplantadas, aumentando a força muscular e o núme-

ro de fibras positivas para distrofina no indivíduo receptor. Em suma, a LAM-111 pode ser 

apontada como terapia farmacológica promissora e também pode melhorar a terapia celular 

proposta para DMD (GOUDENEGE e colab., 2010). 

 

1.4.2 Fragmentos crípticos ou matricinas 
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Componentes da MEC como fibronectina, colágeno e lamininas podem ser fragmenta-

dos liberando peptídeos com funções biológicas distintas da molécula íntegra. Esses são cha-

mados de fragmentos crípticos ou matricinas e estão envolvidos na resposta imune, angiogê-

nese, cicatrização tecidual, proliferação, migração celular e outros processos. Portanto, a 

MEC não se restringe ao suporte em tecidos e alterações na MEC e seus integrantes possuem 

papeis essenciais na regulação celular  (DEARDON e colab., 2010; HOREJS e colab., 2014).  

O termo "críptico" é oriundo do latim da palavra crypticus e significa oculto, mascara-

do ou escondido. Referindo-se aos fragmentos crípticos, esses não estariam expostos na estru-

tura terciária das macromoléculas da MEC, ocultando suas respostas biológicas. Uma degra-

dação enzimática pode contribuir para a exposição, e as metalopeptidases são apontadas como 

as principais enzimas responsáveis nesse contexto. Além disso, componentes da MEC podem 

se ligar em receptores celulares e a outros integrantes da MEC mudando sua conformação, 

essa alteração pode expor os sítios ocultos (SCHENK e QUARANTA, 2003). 

Diversos peptídeos biologicamente ativos foram descobertos através de técnicas como 

clivagem proteolítica, proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos. Essa última abordagem 

permite a produção de fragmentos sintéticos da LAM-111 através da sequência descrita. To-

dos são produzidos e purificados com aproximadamente 12 aminoácidos e com um lastro de 4 

aminoácidos do peptídeo vizinho.  Não se consegue produzir moléculas de grande peso e gli-

cosiladas, apesar disso, esse é o melhor método de obtenção. A partir da LAM-111 foram 

desenvolvidos mais de 600 peptídeos e alguns desses se destacam em funções biológicas 

(KIKKAWA e colab., 2013)(Figura 1.5).   

O peptídeo SIKVAV é localizado na cadeia α da LAM-111, suas funções inicialmente 

descritas são a promoção da migração, adesão celular e crescimento neuronal. Também tem 

papel na cicatrização tecidual, um processo biológico que envolve inflamação, angiogênese e 

remodelamento do tecido. O SIKVAV aumentou a cicatrização em conjunto com hidrogel de 

quitosano, um biomaterial feito com exoesqueleto de crustáceos. A ação do SIKVAV ocorre 

por aumentar a migração e proliferação de fibroblastos para o sítio da lesão, além de promo-

ver a secreção de TGF-β e a formação de novos vasos (CHEN, Xionglin e colab., 2017).  

Em células de carcinoma, a capacidade de secretar MMPs está relacionada com a ma-

lignidade e capacidade de invasão dessas células, visto que o afrouxamento da MEC contribui 

para o descolamento dessas células do seu sítio primário. O SIKVAV mostrou ser capaz de 

induzir o aumento de secreção de MMPs em células de carcinoma adenoide cístico, interagin-

do com integrinas α3β1 e α6β1 e estimulando a via de sinalização ERK 1/2 (FREITAS e 

colab., 2007).  
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No caso de câncer de cólon, o fígado é o sítio metastático mais comum. Ao coadminis-

trar as células tumorais com o peptídeo SIKVAV, houve um aumento da dispersão e na massa 

do tumor. Esse evento biológico é também observado em células de melanoma, com aumento 

do tamanho do tumor. Isso é explicado pelo estimulo do peptídeo que favorece a angiogênese, 

fomentando o crescimento (BRESALIER e colab., 1995; GRANT e colab., 1994).   

Localizado no braço curto da cadeia γ, o peptídeo C16 possui diversas funções bioló-

gicas descritas. Esse peptídeo aumenta o caráter maligno em células tumorais, favorecendo a 

formações de invadopódeos que são projeções celulares ricas em actina com degradação da 

MEC de forma pontual. O efeito é devido à interação do peptídeo com integrinas, que é redu-

zido quando a porção β1 da integrina é neutralizada (SIQUEIRA e colab., 2016). O peptídeo 

C16 também mostrou aumento de metástase pulmonar em células de melanoma ao ser injeto 

depois do enxerto intravenoso. Isso ocorre, pois, o C16 e estimula a migração celular, além de 

aumentar a secreção de MMPs (KURATOMI e colab., 2002). Ele também favorece a migra-

ção angiotrópica extravascular, um mecanismo pelo qual a célula migra pela parede externa 

do endotélio invadindo outros sítios(LUGASSY e colab., 2007).   

O peptídeo AG73 é localizado na cadeia α1 da LAM-111. No modelo de carcinoma de 

células escamosas da pele, ocorre sobreposição de expressão da cadeia α1 com MMP-9, suge-

rindo a liberação desse peptídeo no microambiente tumoral.  Segundo a literatura, o AG73 é 

capaz de aumentar a invasibilidade, a migração e a secreção de proteases potencializando o 

caráter maligno. A interação com receptores de membrana como a integrina β1 e o sidecano-

1, é apontada como responsável por esses efeitos biológicos (GAMA-DE-SOUZA e colab., 

2008; SIQUEIRA e colab., 2010). O AG73, sendo utilizado como substrato in vitro, aumen-

tou projeções em células nervosas.  Além disso, esse possui efeito adesivo de mioblastos ori-

undos de camundongos. Devido à capacidade de adesão desse peptídeo, esse foi utilizado me-

lhorando a especificidade e a eficácia de lipossomos, método de encapsulamento de fármacos 

em terapias genéticas e intervenções antitumorais. (HOZUMI e colab., 2012; NEGISHI e 

colab., 2010, 2011). 

Sendo assim, esses peptídeos já avaliados em outros sistemas são apontados como po-

derosas ferramentas no melhoramento do transplante celular, visto que eles poderiam modular 

eventos celulares em mioblastos. Além disso, esses peptídeos podem ser administrados dire-

tamente no músculo diminuindo a patologia.  
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Figura 1.5 Esquema da estrutura da LAM-111 e a localização de seus peptídeos. As la-

mininas são uma família de grandes glicoproteínas heterotriméricas compostas por três cadei-

as α, β e γ. Especificamente a isoforma 111 possui diversos fragmentos com funções biológi-

cas relevantes. No esquema, três peptídeos foram ressaltados, o AG73, o SIKVAV e o C16. O 

AG73 está localizado no quarto domínio globular cadeia α, enquanto o SIKVAV está na por-

ção final e o C16 é derivado da cadeia γ. Adaptado de (KIKKAWA e colab., 2013). 

 



34 
 

2  OBJETIVOS 

2.1  Objetivos gerais 

Avaliar o efeito da LAM-111 e dos peptídeos SIKVAV, C16 e AG73 in vitro em mioblastos e 

avaliar in vivo se há um efeito protetor da matricina SIKVAV sobre a degeneração e regene-

ração muscular em camundongos mdx. 

2.2  Objetivos específicos  

-Avaliar o efeito da LAM-111 e seus peptídeos na adesão, migração, diferenciação e prolife-

ração de mioblastos; 

- Estudar se os tratamentos com a matricina SIKVAV ou a LAM-111 íntegra são capazes de 

proteger o músculo da exacerbação do dano induzido pela injeção de cardiotoxina; 

- Analisar se há modulação da infiltração inflamatória muscular após os tratamentos, avalian-

do a extensão da área com infiltração inflamatória e composição de células predominantes no 

infiltrado; 

- Avaliar se há modulação na regeneração de novas fibras musculares após os tratamentos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Cultivo celular 

  

A linhagem celular C2C12 (ATCC® CRL1772™), mioblastos isolados de rabidosar-

coma de camundongos C3H, foi adquirida do banco de células ATCC (American Type Cultu-

re Collection,USA) . Essas células, em estado de proliferação, foram cultivadas no meio de 

cultura de Eagle modificado por Dulbecco com alta glicose (DMEM, Gilbco) contendo 20% 

de soro fetal bovino (Gibco) e 50µg/mL de gentamicina, denominado meio de proliferação, e 

mantidas em estufa 37ºC em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Todos os experimentos 

foram realizados antes da 15
a
 geração preservando a capacidade proliferativa e a miogenici-

dade celular. A passagem das células era realizada antes da monocamada alcançar 50~60% de 

confluência, aproximadamente 1 a 2 dias após o plaqueamento. As células são então lavadas 

com solução tampão fosfato modificado por Dulbecco sem cálcio e magnésio (pH:7,2) (Dul-

becco's phosphate-buffered saline DPBS- Gibco) e solução de tripsina com EDTA, por apro-

ximadamente 10 minutos. Após perderem a aderência, a enzima é neutralizada com o meio de 

proliferação e centrifugada a 1000g por 10 minutos a 4°C, essas são suspensas e contadas 

utilizando câmara de Neubauer. Para induzir a diferenciação, as células foram cultivadas em 

meio de proliferação até alcançar alta confluência (70% a 80%), em seguida, o meio de dife-

renciação foi colocado, sendo este meio Dulbecco com alta glicose (DMEM, Gilbco) conten-

do 2% de soro de cavalo (Gibco), 50µg/mL de gentamicina e 2µg/mL de insulina de porco 

(Sigma). Durante a diferenciação, 75% do meio foi trocado todos os dias, preservando 25% 

do dia anterior. 

3.2 Peptídeos sintéticos 

Peptídeos sintéticos de cadeias da LAM-111 com conhecida atividade biológica para ensaios 

in vitro e in vivo foram adquiridos comercialmente (QEDBioscience, San Diego, CA, USA). 

A LAM-111 íntegra comercial foi obtida da linhagem EHS de camundongos (Gibco/Thermo, 

USA). Todos os fragmentos têm pelo menos 95% de pureza (grau HPLC) e foram diluídos em 

DPBS (pH:7,2) para serem armazenados à -80°C na concentração de 1mg/mL. Os fragmentos 

foram: 

 i) C16 (sequência KAFDITYVRLKF- derivada da cadeia γ-1 da LAM-111) 
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ii) SIKVAV (porção carboxi-terminal da cadeia α-1 da lamina-111) 

iii) AG73 (sequência RKRLQVQLSIRT - derivada do domínio globular LG4 da cadeia α1 da 

laminina 111). 

3.3  Ensaio de adesão 

 

 Os peptídeos e a LAM-111 foram diluídos em DPBS (pH:7,2) na concentração de 

10µg/mL. Em uma placa com 96 poços de fundo em "U" (Corning Costar, Nova Iorque, Esta-

dos Unidos), 100µL dessas soluções foram incubadas em cada poço e mantidas a 4°C em 

condições estéreis durante 16 horas. O sobrenadante foi retirado e foi feito um bloqueio com 

3% de albumina de soro de bovino (BSA, Sigma) em DPBS a 37°C durante 45 min. O blo-

queio foi descartado e os poços lavados com 0,1% de BSA em DPBS. Em seguida, cada poço 

recebeu 100µL de uma solução contendo 1x10
5 

mioblastos C2C12 por mL e a placa foi colo-

cada na estufa de CO2
 
a 37°C por 20 minutos para adesão. As células que não aderiram foram 

retiradas e os poços foram lavados com 200µL de DPBS. As células aderidas foram fixa-

das/coradas com 50µL de uma solução de 0,2% (peso/volume) de cristal violeta (ADV-

Tayuyna) em 2% (volume/volume) de etanol (Merck) por 10 min. Em seguida, a placa foi 

colocada em água corrente a fim de retirar o excesso de corante. Posteriormente, a placa foi 

seca em cima de um papel absorvente e foram colocados 100µL de uma solução a 10% (pe-

so/volume) de SDS para solubilizar o corante. Em seguida foi feita a leitura de absorbância no 

equipamento GloMax® 96 microplate Luminometer (Promega, Estados Unidos) no compri-

mento de 600nm. As fotos representativas de cada variável foram feitas na placa utilizando o 

microscópio invertido (Zeiss, Alemanha) no aumento de 10X antes das células serem solubili-

zadas.  

 

3.4  Ensaio de migração celular 

 Para avaliação do efeito dos fragmentos sobre a migração celular foram usadas placas 

de 24 poços de transmigração (transwell) com tamanho do poro da membrana de 8 μm (Cor-

ning Costar, Nova Iorque, Estados Unidos). Nesse teste, os poços foram incubados com 1, 50 

e 100 μg/por poço de peptídeos sintéticos, da LAM-111 íntegra comercial ou BSA ultrapura 

(pureza acima de 98% por HPLC) (Gibco), diluídos em DMEM alta glicose com 50µg/mL de 

gentamicina. No controle positivo de migração foi colocado o meio de proliferação descrito 
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anteriormente contendo soro fetal bovino. Os insertos foram posicionados sobre os poços pre-

viamente. Em seguida, as células foram centrifugadas e resuspendidas em meio sem soro na 

concentração de 1x10
5
 células por mL. Em cada inserto foi colocado 100µL de solução de 

células. Após 16 horas de incubação, os insertos foram removidos e lavados gentilmente uma 

vez com DPBS à 37°C. As células da parte superior da membrana que não migraram foram 

removidas suavemente com um swab e o inserto foi lavado mais uma vez. As células aderidas 

na parte inferior da membrana (migratórias) foram fixadas/coradas com uma solução de 0,2% 

(peso/volume) de cristal violeta (ADV-Tayuyna) em 2% (volume/volume) de etanol (Merck) 

por 10 min. Após isso, os insertos foram lavados com água destilada até ficar límpida. Esses 

foram posicionados em uma lâmina de microscopia e foram tiradas cinco fotos de cada inserto 

em um microscópio invertido.  A contagem das células foi realizada no Cell Counter (Fiji, 

Estados Unidos). Realizamos o cálculo proposto pelo fabricante (Corning Costar, Nova Ior-

que, Estados Unidos): (número total de células/área analisada) x área total do inserto. Com 

isso, inferimos quantas células migraram e realizamos outro cálculo: (número de células que 

migraram/número de células colocadas no inserto) x 100= percentual de migração (%).  

3.5 Índice hipertrófico de miotubos  

Os peptídeos e a LAM-111 foram diluídos em solução tampão fosfato modificado por 

Dulbecco sem cálcio e magnésio (pH:7,2) (Dulbecco's phosphate-buffered saline DPBS- Gib-

co) na concentração de 100µg/mL. Em uma placa escura com 96 poços de fundo chato trans-

lúcido (Greiner, Áustria), 100µL dessas soluções por poço foram incubadas e mantidas a 4°C 

em condições estéreis durante 16 horas. Cada poço recebeu 100µL de uma solução com 1x10
5 

mioblastos por mL em meio de proliferação.  Ao alcançar 70~80% de confluência foi trocado 

o meio pelo meio de diferenciação descrito anteriormente. O meio foi trocado em 75% man-

tendo um resquício do anterior a cada 24 horas. Após 72 horas de diferenciação, as células são 

lavadas por duas vezes com DPBS (Gibco) à 37°C e fixadas com etanol absoluto (Merck) por 

10 minutos. A placa foi seca no ar para evaporar o fixador e lavada três vezes com DPBS. A 

monocamada foi bloqueada com 4% de BSA (Sigma) em DPBS (Gibco) por 20 minutos. O 

anticorpo policlonal feito em coelho anti-cadeia pesada de miosina (ab-124205, Abcam) dilu-

ído em 1% de BSA (Sigma) em DPBS (Gibco) na concentração de 1,25 µg/mL, foi incubado 

em câmara úmida à 4°C por 16 horas. Depois isso, a placa foi lavada três vezes com DPBS e 

o anticorpo secundário anti-imunoglobulina de coelho conjugado à Alexa-488 foi incubado 

por uma hora em temperatura ambiente. Novamente, a placa foi lavada três vezes com DPBS 

e a sonda DAPI foi adicionada evidenciando os núcleos. Lavou-se com DPBS três vezes man-
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tendo nessa solução para visualização no microscópio de fluorescência (Zeiss, Alemanha). 

Depois da aquisição das micrografias, através da ferramenta ImageJ (Fiji, Estados Unidos) foi 

medido o diâmetro dos miotubos. Cada miotubo foi medido em três locais por sua extensão 

fazendo uma média de seus diâmetros. Em cada poço foram medidos no mínimo 50 miotubos.   

3.6 Ensaio de proliferação celular 

 A fim de avaliar o efeito da LAM-111 e seus peptídeos na proliferação de mioblastos. 

Dois métodos distintos foram utilizados: Contagem manual e solubilização de células com 

cristal violeta. 

3.6.1 Contagem manual   

Nesse método, o sistema de câmaras acopladas às lâminas (Nunc
®

 Lab-Tek
®

 Chamber 

Slide System- Lab-Tek) de 8 poços foi utilizado. Os peptídeos e a LAM-111 foram diluídos 

em solução tampão fosfato modificado por Dulbecco sem cálcio e magnésio (pH:7,2) (Dul-

becco's phosphate-buffered saline DPBS- Gibco) na concentração de 1µg/mL, 10µg/mL e 

100µg/mL e 200µL dessas soluções, por poço, foram incubadas e mantidas a 4°C em condi-

ções estéreis durante 16 horas. Após isso o sobrenadante foi retirado, cada poço recebeu 

100µL de uma solução 1x10
4 

mioblastos por mL de meio de proliferação e o sistema foi colo-

cado na estufa de CO2
 
a 37°C. Após 16 e 24 as células foram fixadas com paraformolaldeído 

4% em PBS por 10 minutos e lavadas com DPBS por três vezes. A parte superior do sistema 

foi removida e as lâminas foram montadas com meio de montagem com marcador de núcleos 

(ProLong® Diamond Antifade Mountant-Thermo Fisher Scientific) com lamínulas, essas 

foram secas e fotografadas no microscópio óptico de fluorescência (Zeiss, GER) no aumento 

de 10 vezes. As células com seus núcleos evidenciados foram contadas através da ferramenta 

ImageJ. 

3.6.2  Quantificação por cristal violeta 

Por esse outro método, os peptídeos e a LAM-111 foram diluídos em solução tampão 

fosfato modificado por Dulbecco sem cálcio e magnésio (pH:7,2) (Dulbecco's phosphate-

buffered saline DPBS- Gibco) na concentração de 10µg/mL e 100µg/mL. Em uma placa com 

96 poços de fundo chato com tratamento (Corning Costar, Cambridge, MA), 100µL dessas 

soluções foram incubadas em cada poço e mantidas a 4°C em condições estéreis durante 16 

horas. Nos grupos controles não foi colocado substrato algum.  Em seguida, o sobrenadante 
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foi retirado e cada poço recebeu 100µL de uma solução contendo 1x10
4 

mioblastos C2C12 

por mL em meio de proliferação e a placa foi colocada na estufa de CO2
 
a 37°C aguardando 

24 e 48 horas a fim de avaliar a proliferação. Em uma condição controle o SFB foi reduzido 

pela metade mantendo a quantidade de células.  Em cada tempo avaliado as células foram 

fixadas/coradas com 50µL de uma solução de 0,2% (peso/volume) de cristal violeta (ADV-

Tayuyna) em 2% (volume/volume) de etanol (Merck) por 10 min. Depois disso, a placa foi 

colocada em água corrente a fim de retirar o excesso de corante. Em seguida, a placa é seca 

em cima de um papel absorvente. Após a secagem foi colocado 100µL de uma solução de 

10% (peso/volume) de SDS para solubilizar o corante. Em seguida foi feita a leitura de absor-

bância no equipamento GloMax® 96 microplate Luminometer (Promega, USA) no compri-

mento de 600nm.      

3.7 Animais 

Foram utilizados camundongos isogênicos mdx oriundos do Instituto de Ciências e 

Tecnologia em Biomodelos (ICTB) e mantidos em adaptação no setor de experimentação 

animal do LBC/LITEB IOC por 5-7 dias. Todos os experimentos são feitos conforme a reso-

lução 196/96 do Ministério da Saúde, sendo o projeto aprovado (L006/15) pela Comissão de 

Ética para Utilização de Animais (CEUA) do Instituto Oswaldo Cruz. 

3.8  Tratamento in vivo de LAM-111 e SIKVAV 

 

A LAM-111 (Gibco) foi injetada por via intramuscular no músculo tibialis anterior da 

pata direita dos camundongos na concentração de 100 μM em 100 μL de PBS, enquanto que 

na pata esquerda foi injetado o mesmo volume de PBS. Da mesma forma, foi feita a injeção 

do peptídeo sintético, SIKVAV (porção carboxi-terminal da cadeia α-1 da lamina-111) na 

concentração de 10 μg em 100 μl de PBS também no músculo tibialis anterior da pata direita 

dos camundongos enquanto que na pata esquerda foi injetado o mesmo volume de PBS. O 

tratamento foi feito nos camundongos com 3 a 4 semanas de idade e 3 dias antes da injeção 

intramuscular de cardiotoxina. O peptídeo foi adquirido da empresa QEDBioscience (San 

Diego, CA, USA) e tem pelo menos 95% de pureza (grau HPLC).  
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3.9  Dano induzido por cardiotoxina 

 

Animais mdx com 3 a 4 semanas de idade, que receberam ou não a laminina e peptí-

deos por via intramuscular, são injetados em ambas as patas (tratada e controle) com cardio-

toxina de Naja mossambica (Sigma-Aldrick) no volume de 100 μl e na concentração de 10 

μM também por via intramuscular em PBS. Nos dias 0 (antes da injeção de cardiotoxina), 4, 

10 e 14 após a injeção de cardiotoxina os camundongos são eutanasiados. 

 

3.10  Histologia 

 

Para a análise histológica, os músculos tibialis anterior (TA) são removidos e conge-

lados por 4 métodos distintos:  

i) Congelados por imersão no nitrogênio líquido e colocados em solução crio-

preservante (OCT) (Tissue Tek, Sakura, JP). 

ii) Colocados no OCT em uma forma e posteriormente imersos no nitrogênio lí-

quido até congelar.  

iii) Colocados em uma bateria de soluções de sacarose em PBS (10%, 15% e 

30%) (peso/volume) à 4 graus. Em cada concentração o músculo foi coloca-

do até sedimentar por aproximadamente 16 horas.  

iv) Encaixados pela porção proximal em uma base composta por uma cortiça (1 

cm
2
) coberta por uma gota de goma de tragacanto a 6% em dH2O (Sigma-

Aldrick). Com o músculo voltado para baixo, esse complexo é imerso em i-

sopentano (Sigma-Aldrick) congelado sobre nitrogênio líquido. Após 1 mi-

nuto de congelamento, o músculo é colocado sobre o gelo seco para secar o 

isopentano, depois disso, esse é armazenado na temperatura de -80 graus.  

Foram feitos cortes de 7 µm utilizando o criostato (Leica, GER) com a navalha (Easy-

Path) em lâminas previamente filmadas com Poly-L-lisina (Sigma). Essas são secas ao ambi-

ente e armazenadas congeladas até o momento da marcação.  

3.10.1  Hematoxilina e Eosina e Sirus Red 
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Cortes de músculos coletados no quarto dia após ao dano com CTX, previamente tra-

tados ou não com LAM-111 ou SIKVAV foram secos em temperatura ambiente. Após isso, 

essas foram fixadas por 10 minutos com acetona congelada (Merck, GER) e secas na capela 

de exaustão química.  Posteriormente, as lâminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina. 

Para avaliação de fibrose, a coloração de Sirus red foi utilizado evidenciando o deposito de 

colágeno.  

 

3.10.2  Imunohistoquímica de células inflamatórias 

  

Os cortes de músculos avaliados foram secos em temperatura ambiente. Após isso, es-

sas foram fixadas por 10 minutos com acetona congelada (Merck, GER), depois disso foram 

secas na capela de exaustão química. Foram lavadas em água corrente por 5 minutos e circu-

ladas com a caneta hidrofóbica (Sigma-Aldrick). Com a finalidade de bloquear a peroxidase 

endógena, foi colocado sobre as lâminas uma solução com 3% de peróxido de hidrogênio (vo-

lume/volume) (Merck, GER), 0,3% de soro normal de cabra (volume/volume) (Vector Labo-

ratories, Burlingame, CA, USA) em água destilada por 10 minutos e lavadas por 5 minutos 

com tampão de lavagem, PBS (pH: 7,2-7,4) com 0,1% Tween 20 (detergente biológico) (Sig-

ma-Aldrick). Posteriormente as lâminas são bloqueadas com 2,5% de soro de cabra (Imm-

PRESS™ HRP Anti-Rat IgG (Peroxidase) Polymer Detection Kit, made in Goat ,Vector La-

boratories, Burlingame, CA, USA) por 20 minutos em temperatura ambiente. Depois disso, os 

anticorpos primários são incubados em solução de anticorpo [PBS 1X com 0,1% de Tween 20 

(Sigma-Aldrick), 0,5% de Triton, 2% de BSA (Sigma-Aldrick) e 20% de soro de carneiro 

(ICTB/Fiocruz)] com 16 horas de incubação à 4 graus. Para marcar macrófagos foi utilizado o 

anti-F480 (cat #: 123115, BioLegend, San Diego, CA, EUA) na concetração de 0,6 µg/mL e 

para marcar linfócitos, o anti-CD3 (cat #: 100208, BioLegend, San Diego, CA, EUA) na con-

centração de 3,3µg/mL, ambos feitos em rato. Após isso, as lâminas foram lavadas três vezes 

com solução de lavagem e o polímero detector anti-imunoglobulina de rato reativo com pero-

xidase (ImmPRESS™ HRP Anti-Rat IgG (Peroxidase) Polymer Detection Kit, made in Goat, 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) foi incubado por 40 minutos  em temperatura 

ambiente.  As lâminas foram lavadas novamente e reveladas com o substrato de peroxidase, 

3,3'-diaminobenzidina (DAB) (Dako) ou com o DAB com níquel (Vector Laboratories, Bur-

lingame, CA, USA). As lâminas foram lavadas com água corrente, desidratadas quimicamente 

e montadas com meio de montagem (ERV-MOUNT).  
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3.10.3  Imunohistoquímica de eMyHC 

 

Secções dos TAs coletados no quarto dia após ao dano com CTX, previamente trata-

dos ou não com LAM-111 ou SIKVAV foram secas em temperatura ambiente. Após isso, 

essas foram fixadas por 2 minutos com acetona congelada (Merck, GER). Foram colocadas na 

capela de exaustão química a fim de evaporar todo o solvente orgânico. Foram lavadas em 

água corrente por 5 minutos e circuladas com a caneta hidrofóbica (Sigma-Aldrick). Para blo-

quear a peroxidase endógena, foi colocado sobre as lâminas uma solução com 3% de peróxido 

de hidrogênio (volume/volume) (Merck, GER), 0,3% de soro normal de cavalo (volu-

me/volume) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) em água destilada por 10 minutos. 

As lâminas foram lavadas por duas vezes com DPBS (Gibco) e incubadas com o reagente 

bloqueador de imunoglobulinas endógenas (Mouse on Mouse (M.O.M.™) Blocking Reagent- 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) por uma hora, em temperatura ambiente. Essa 

etapa visa bloquear ligações do anticorpo secundário às imunoglobulinas presentes no tecido 

murino, uma vez que o anticorpo primário é feito em camundongo. Após esse bloqueio, o 

excesso é retirado e as lâminas lavadas com DPBS (Gibco) por duas vezes, foi feito o blo-

queio de proteínas inespecíficas com soro de cavalo à 2% (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA) por 10 min. O excesso foi retirado, e o anticorpo primário anti-eMyHC (BF-45, 

concentração de 3,9 µg/mL, concentrado do sobrenadante, Developmental Studies Hybridoma 

Bank Department of Biology,IA)  foi incubado durante a noite, diluído no reagente de blo-

queio proteico, em temperatura de 4 graus. No dia seguinte, as lâminas foram lavadas com 

DPBS (Gibco) e o anticorpo secundário foi incubado por 20 minutos Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA). As lâminas foram lavadas com DPBS por duas vezes e a revelação 

foi feita usando (DAB) (Dako). As lâminas foram lavadas com água destilada, desidratadas 

quimicamente e montadas com meio de montagem (ERV-MOUNT). As lâminas foram foto-

grafadas no microscópio óptico de luz (Zeiss, GER) no aumento de 20X. As fibras marcadas 

representam fibras recém-regeneradas, para quantifica-las, o programa ImageJ foi utilizado, 

no mínimo foram contadas 1000 fibras totais. As fotos representativas foram tiradas no au-

mento de 4x no microscópio óptico de luz (Nikon) com a câmera acoplada Canon PowerShot 

S50 (Canon).  
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3.11  Dosagem de citocinas 

 

 Os músculos foram coletados e imersos em 200µL de meio de tampão de lise [1% de 

NP-40, 50mM de Tris, 1,5M de NaCl, uma pastilha de inibidor de protease (Roche, Sigma-

Aldrick) a cada 10 mL de solução em H2O] e expostos à sonicação refrigerada a fim de extrair 

as proteínas presentes no tecido. Em um microtubo, foram centrifugados à 10000 rpm por 5 

minutos à 4°C e as sobrenadantes foram coletados e armazenados.  A dosagem de proteínas 

foi determinada pelo o kit BCA (Thermo Scientific Pierce) por absorbância. O achado protei-

co é comparado a curva padrão de BSA. As amostras foram mantidas a -80°C.  

 As citocinas dos extratos de músculos foram avaliadas pela técnica de citometria de 

fluxo. O kit para de detecção de citocinas por partículas esféricas Th1, Th2 e Th17 (Becton e 

Dickson) foi utilizado, avaliando as seguintes citocinas: TNF, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-γ e IL-

12, conforme a descrição do fabricante. As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo 

FACS Calibur (Becton e Dickson) e os achados foram analisados através do programa FCAP 

(Becton e Dickson) fazendo uma razão entre a quantidade da citocina avaliada e a quantidade 

proteína total na amostra.  

  

3.12 Análise estatística 

Para todos os experimentos, a diferença entre os grupos foi calculada pelo teste 2 way ANO-

VA ou por teste t (*, p<0,05; **0,01; ***p<0,001). 
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4 Resultados 

 

4.1 Padronização do cultivo celular de mioblastos da linhagem C2C12 

Para avaliação do efeito LAM-111 e seus peptídeos em mioblastos, escolhemos a li-

nhagem celular imortalizada C2C12, mioblastos murinos de rabidosarcoma. Essas células são 

mantidas em estado proliferativo em baixa confluência (50~60%) evitando o contato célula-

célula, para isso é necessária a passagem entre 1 a 2 dias em meio de proliferação descrito 

anteriormente. As células são uninucleadas e possuem morfologia estrelada ou fusiforme com 

alta adesão ao substrato. Previamente a indução da diferenciação desse tipo celular é necessá-

rio alcançar alta confluência variando entre 70% a 80% (Figura 4.1, A). Depois disso, o meio 

com SFB é retirado sendo substituído pelo meio de diferenciação com trocas diárias de 75% 

do volume de meio. Após o terceiro dia de diferenciação, os miotubos são observados. Esses 

são sincícios celulares, multinucleados, alongados ou em formato de "Y"(Figura 4.1, B).  
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Figura 4.1 Morfologia celular da linhagem C2C12. As células foram mantidas em estado 

proliferativo ou induzidas à diferenciação, sendo fixadas e coradas com cristal violeta. (A) 

Monocamada de células C2C12 em estado proliferativo com alta confluência, essas são unice-

lulares com morfologia estrelada ou fusiforme. (B) Células C2C12 após o terceiro dia de dife-

renciação com presença de miotubos multinucleados de forma alongada ou em "Y". Barra 

corresponde a 100µm. 
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4.2 Avalição da adesão de mioblastos em substratos de LAM-111 ou peptídeos 

 

 A adesão celular aos componentes da MEC é um processo mediado por componentes 

de membrana, o qual afeta relevantemente alguns eventos biológicos, como por exemplo, a 

organização do citoesqueleto, diferenciação celular e transcrição gênica.  Nesse ensaio, avali-

amos o efeito da LAM-111 ou seus peptídeos na adesão de células musculares. Para isso, nós 

incubamos os mioblastos C2C12 sobre o substrato tratado com LAM-111 e seus diferentes 

peptídeos mediante ao bloqueio com BSA. As células aderidas foram coradas e solubilizadas 

acusando absorbância no espectrofotômetro.  

Nós observamos que a presença de BSA como substrato único diminui a adesão celu-

lar, quando comparamos com a adesão na ausência de qualquer substrato (Figura 4.2, A). Na 

avaliação da adesão nos mais demais substratos, a BSA foi mantida e observamos os maiores 

níveis de adesão na presença de LAM-111 e AG73 (Figura 4.2, A, B e D). Os peptídeos SIK-

VAV e C16, em contrapartida, não promoveram adesão, não demonstrando diferença com o 

controle apenas com BSA (Figura 4.2, A, C e E). 

Antes de serem solubilizadas, as células coradas foram fotografadas para avaliação da 

morfologia celular. Nota-se que as células sobre o substrato da LAM-111 apresentam morfo-

logia predominantemente espraiada e poucas com forma arredondada (Figura 4.2, B). Mesmo 

promovendo a adesão como a LAM-111, o AG73 preserva majoritariamente o formato arre-

dondado com o corpo celular retraído (Figura 4.2, D). As poucas células presentes nos demais 

peptídeos mostram morfologia similar ao AG73 (Figura 4.2, C e E).  
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Figura 4.2 Ensaio de adesão de mioblastos em LAM-111 e seus peptídeos. (A) Gráfico 

representativo de três experimentos independentes, no qual foram quantificadas as células 

aderidas em diferentes substratos. As células foram coradas com cristal violeta e solubilizadas 

a fim de aferir a absorbância do corante. (B) Foto representativa de mioblastos corados com 

cristal violeta e aderidos à placa de fundo arredondado com 1µg de LAM-111 posteriormente 

bloqueada com BSA. A cabeça de seta indica células com morfologia espraiada (C) Células 
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aderidas ao substrato de SIKVAV (D) Células aderidas ao peptídeo AG73, a seta representou 

células com morfologia arredondada. (E) Adesão de células causada pelo peptídeo C16, esca-

la com 20µm. As diferenças estatísticas entre o controle com BSA e as demais condições fo-

ram calculadas pelo teste 2 way ANOVA (*, p<0,05; **0,01; ***p<0,001) (ns: não significa-

tivo).     

   

4.3 Avaliação do efeito da LAM-111 ou seus peptídeos na migração de mioblastos 

 
 Nós também avaliamos o efeito da LAM-111 ou seus peptídeos na migração de mio-

blastos. Utilizamos a placa de transmigração que consiste em um sistema com insertos inseri-

dos em poços resultando em dois compartimentos divididos por uma membrana orgânica com 

poros. Em um ambiente são colocadas as células e no outro, o estímulo. Para nosso ensaio, a 

linhagem celular C2C12 (1x104 células por câmara) foi colocada na câmara superior em 

ausência de soro. Na parte inferior, depositamos diferentes concentrações de estímulos diluí-

dos em meio sem soro (10µg, 50µg ou 100µg por poço) de LAM-111, seus peptídeos ou 

BSA. Como controle positivo de migração utilizamos meio com 20% de SFB. Após 16 horas, 

as células que não atravessaram a membrana foram removidas mecanicamente e as migrantes, 

aderidas na parte inferior da membrana, foram fixadas e coradas para visualização. Uma rela-

ção entre o número de mioblastos colocados no inserto e o número de células migrantes foi 

realizado, podendo comparar as condições sobre o percentual de migração. Nós observamos 

um alto percentual de migração no controle positivo que foi uma condição com 20% de SFB, 

com grande presença de células na parte inferior do inserto evidenciadas por setas (Figura 4.3, 

A e B). Representando um conteúdo proteico inerte, em todas as concentrações, o BSA mos-

trou uma migração baixa com diferença significativa em relação ao controle positivo, os poros 

são evidenciados com a cabeça de seta (Figura 4.3, A e C). Foi observada uma maior migra-

ção em todas as concentrações da LAM-111 e o AG73, ambos não apresentaram diferença 

entre o controle positivo (Figura 4.3, A, D e F). Independente da concentração, ambos os pep-

tídeos C16 e SIKVAV não mostraram efeitos na migração de mioblastos (Figura 4.3, A, G e 

F).  
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Figura 4.3 Ensaio de migração de mioblastos com LAM-111 e seus peptídeos. Utilizando 

um sistema de migração celular (Transwell), na câmara inferior foram colocadas quantidades 

indicadas de BSA, LAM-111, AG73, SIKVAV e C16, o controle positivo incubado com SFB 

à 20%. Os mioblastos C2C12 foram inseridos na parte superior do inserto (1x10
4
) e foram 
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incubados por 16 horas para a avaliação da migração celular. (A) Um gráfico representativo 

de um experimento avaliando o percentual de migração. (B) Foto representativa da parte infe-

rior do inserto com células fixadas e coradas com cristal violeta após a migração no controle 

positivo contendo 20% de SFB. As células foram apontadas pela seta. (C) Células migrantes 

na condição de 100µg por poço de BSA, os poros de 8µm foram realçados pela cabeça de 

seta. (D) Mioblastos que migraram após o estímulo de 100 µg de LAM-111 no poço inferior. 

(E) Células migratórias na condição de 100µg de AG73. (F e G) Parte inferior dos insertos 

nas condições de 100µg de SIKVAV e C16, respectivamente (Barra=20µm). As diferenças 

entre o controle positivo e as demais condições foram avaliadas pelo teste 2 way ANOVA (*, 

p<0,05; **0,01; ***p<0,001). 

 

4.4  Avaliação do efeito da LAM-111 ou seus peptídeos na diferenciação de mioblastos 

 

 Nesse ensaio, avaliamos o efeito da LAM-111 e seus peptídeos na diferenciação de 

células musculares. Para isso, a LAM-111 ou seus peptídeos foram usados como substrato na 

concentração de 10µg por poço durante 16 horas. Posteriormente, os mioblastos foram culti-

vados sobre o substrato permitindo a confluência na faixa de 70% a 80% para indução da di-

ferenciação. Ao terceiro dia, os núcleos foram evidenciados com a sonda DAPI em azul e os 

miotubos pela marcação de MYHC em verde. Nesse experimento, o AG73 (Figura 4.4. D) 

induziu miotubos mais espessos comparado à LAM-111, o SIKVAV e o C16 (Figura 4.4. A-

C) 

 Com o propósito de mesurar o efeito do peptídeo AG73 na diferenciação de mioblas-

tos em relação às outras circunstâncias, o diâmetro dos miotubos foi determinado. Houve um 

aumento significativo do diâmetro dos miotubos quando expostos ao substrato com o peptídeo 

AG73. Isso não é observado nas demais circunstâncias (Figura 4.4. E). 

 

 



51 
 

 

Figura 4.4 Ensaio de diferenciação de mioblastos sobre a LAM-111 e seus peptídeos co-

mo substrato. Os mioblastos foram colocados em poços com diferentes substratos para al-

cançar alta confluência. Depois disso, foram induzidos à diferenciação e após 72 horas foram 

marcados e fotografados, em verde temos MyHC e em azul, os núcleos. Foto representativa 

de miotubos diferenciados sobre 10 µg por poço de LAM-111(A), SIKVAV (B) e C16 (C). 

(D) AG73 (escala em 50µm). (E) Gráfico representativo de um experimento, avaliando o di-

âmetro dos miotubos nos diferentes substratos. A condição com AG73 foi comparada com os 

demais grupos. Não houve diferenças significativas entre a LAM-111, o SIKVAV e o C16. 

Porém, o peptídeo AG73 promoveu a hipertrofia com um aumento em relação aos outros gru-



52 
 

pos. O índice hipertrófico foi calculado através do diâmetro dos miotubos de cada condição. 

O teste estatístico para avaliar as diferenças entre o índice hipertrófico do AG73 e as demais 

condições foi o teste 2 way ANOVA (*, p<0,05; **0,01; ***p<0,001).      

  

4.5 Avaliação do efeito da LAM-111 na proliferação de mioblastos 

 A proliferação dos mioblastos é relevante sob a perspectiva de uma alternativa tera-

pêutica, portanto, avaliamos o efeito da LAM-111 e seus peptídeos nesse evento celular. Em 

razão disso, realizamos dois métodos para avaliar células em seu estado proliferativo. No pri-

meiro, a LAM-111 e seus peptídeos foram incubados por 16 horas à 4 graus com substratos 

nas concentrações de 1µg/mL, 10µg/mL ou 100µg/mL, com 200µL dessas soluções em cada 

poço. Nos controles de proliferação, não foi colocado nenhum substrato. Esses foram retira-

dos dos poços, os mioblastos C2C12 foram cultivados em meio de proliferação e acompanha-

dos nos tempos de 16 e 24 horas. As células foram fixadas e seus núcleos foram evidenciados 

com a sonda DAPI para contagem manual.  

  Foi observado um crescimento do número de células por área (mm
2
) em todos os 

substratos no tempo de 24 horas, quando comparado a de 16 horas. Porém, nenhum dos subs-

tratos apresentou efeitos na proliferação em mioblastos, em ambos tempos (16 horas e 24 ho-

ras) e concentrações de substratos comparados ao controle sem substrato algum (Figura 4.4, 

A-D). Desta forma, resolvemos utilizar outro método quantitativo com a finalidade de avaliar 

a proliferação de mioblastos sobre LAM-111 e seus peptídeos em uma cinética de tempo mais 

prolongada. Os mioblastos C2C12 foram incubados sobre os substratos tratados com LAM-

111 e seus peptídeos com 1µg ou 10µg por poço. Nos poços de controle de proliferação não 

foi colocado substrato. Feito isso, as células foram fixadas e coradas com cristal violeta após 

24 e 48 horas de incubação. Nós observamos que a redução do SFB pela metade não altera a 

proliferação dos mioblastos no tempo de 24 horas de incubação. Além disso, a LAM-111 e 

seus peptídeos não demostraram efeito na proliferação de mioblastos nesse tempo (Figura 4.5, 

A). A LAM-111 e seus peptídeos não alteraram a proliferação de células musculares nesse 

ensaio. Houve diferença em geral entre os tempos de 24 e 48 horas (Figura 4.5, B).    
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Figura 4.5 Ensaio de proliferação de mioblastos sobre a LAM-111 e seus peptídeos como 

substrato por contagem manual. Os mioblastos C2C12 foram colocados em meio de proli-

feração sobre diferentes substratos, em três concentrações de 1µg/mL, 10µg/mL ou 

100µg/mL. Após 16 e 24 horas de incubação, as células foram fixadas e seus núcleos foram 

evidenciados com DAPI a fim de realizar a contagem manual por área (mm
2
). Esses gráficos 

são representativos de um experimento. Contagem de células por área na condição de diferen-

tes concentrações de substratos tratados com LAM-111 (A), SIKVAV (B), C16 (C) e AG73 

(D). A avaliação estatística do número de células por área foi calculada pelo teste 2 way A-

NOVA, não houve diferenças estatísticas entre os grupos.  
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Figura 4.6 Ensaio de proliferação de mioblastos sobre a LAM-111 e seus peptídeos como 

substrato. A linhagem celular C2C12 foi incubada sobre a LAM-111 ou seus peptídeos a 1µg 

ou 10µg por poço. Em diferentes tempos, as células foram fixadas e coradas com cristal viole-

ta a fim de quantificar a absorbância do corante. Quantificação de células sobre diferentes 

substratos foi feita após 24 (A) e 48 horas de incubação (B). São mostrados gráficos represen-

tativos de um experimento. A quantificação de células foi calculada pelo teste 2 way ANO-

VA, não houve diferenças significativas entre as condições.  

      

4.6 Padronização do congelamento de músculos esqueléticos 

Para iniciarmos a avaliação do efeito da LAM-111 e seus peptídeos no modelo ani-

mal da DMD, camundongo mdx, foi necessária a padronização da coleta do músculo esquelé-

tico. Antes das análises histológicas, o músculo precisa ser congelado para o corte em criosta-

to e diversas metodologias foram testadas a fim de diminuir os artefatos de congelamento. 

Tentamos com o tecido diretamente no nitrogênio (Figura 4.6, A) ou embebido na solução 

criopreservante (OCT) (Figura 4.6, B). Em ambas as técnicas havia perda da qualidade da 

morfologia e o processo do corte era difícil. Então resolvemos expor o tecido a diversas con-
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centrações de sacarose em PBS (10%, 15% ou 30%) antes do congelamento em OCT (Figura 

4.6, C). O músculo coletado ficava em cada concentração até sedimentar (16 horas). Esse pro-

cedimento não prevenia totalmente os artefatos e as fibras ficavam túrgidas, alterando a mor-

fologia. Finalmente, realizamos o protocolo de excelência para congelamento de músculo, no 

qual o tibiliais anterior é coletado e fixado em uma cortiça com goma de tragacanto. Depois é 

direcionado ao isopentano resfriado em nitrogênio líquido com o músculo voltado para baixo. 

Após 2 minutos, o tecido é retirado e colocado sobre gelo seco. Para cortar no criostato, usa-

se OCT para fixar o tecido na base para corte. Além da orientação ficar precisa, a morfologia 

é preservada possibilitando uma melhor análise (Figura 4.6, D).  

 

 

 

 

Figura 4.7 Padronização do congelamento de músculo esquelético. O músculo tibialis 

anterior foi coletado e congelado em A: Nitrogênio líquido, com grande perda na qualidade 

da morfologia; B: Isopentano, com alta formação de cristais dentro das fibras; C: Gradiente de 

sacarose, com poucos cristais e perda de morfologia; D: Goma de tragacanto e isopentano, 

apresentando a melhor morfologia e coloração evidente com contorno das fibras definido, sem 

formação de cristais. Um experimento com três a cinco animais por grupo (Barra: 50µm) 
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4.7 Padronização do dano induzido por cadiotoxina no tibialis anterior e avaliação da 

área de infiltrado inflamatório 

Inicialmente neste projeto, pretendíamos exacerbar o dano muscular através da nata-

ção induzida e depois avaliar os tratamentos, mas a atividade física gerava dano muscular 

muito variado. Sendo assim, decidimos fazer o tratamento com cardiotoxina (CTX), com a 

finalidade de exacerbar o dano muscular e aproximar o modelo animal à manifestação huma-

na. Sua ação miotóxica ocorre pela alteração nos canais de cálcio e indução de uma contratura 

induzida quando administrada de forma intramuscular. A CTX também é muito utilizada em 

estudos de regeneração muscular (GARRY e colab., 2016; LIN SHIAU e colab., 1976). 

Neste trabalho, foi realizada uma administração de CTX a 10µM na pata traseira di-

reita de camundongos mdx e de PBS na pata contralateral, no volume de 100µL. Após a inje-

ção, os animais foram mantidos no biotério até os dias de coleta, que foram 4, 7 e 14. Os 

músculos de ambos os lados foram coletados, congelados e corados para avaliar a área de 

infiltrado inflamatório (Figura 4.8).   

 

Figura 4.8 Desenho experimental para avaliar o efeito da CTX. No dia 0, camundongos 

mdx foram injetados na pata direita traseira com 10µM de CTX e PBS na pata contralateral. 

Os músculos foram coletados nos dias 4, 10 e 14 pós-injeção, cortados e corados com Hema-

toxilina e Eosina. 
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 Foi observado que a infiltração inflamatória é mais intensa ocupando maior percentual 

de área no dia 4 em ambas as patas, tratadas com PBS e CTX (Figura 4.9). Porém, a pata tra-

tada com CTX teve mais infiltração inflamatória, indicando uma exacerbação do dano. Há o 

aumento na área inflamatória mesmo na pata injetada com PBS, em comparação a camundon-

gos mdx não tratados (dado não mostrado), e isso provavelmente ocorre devido ao procedi-

mento de injeção em si, com volume injetado de 100µL. Nos dias posteriores, 7 e 14, ocorreu 

uma aparente resolução da inflamação. Esses dados confirmam a eficácia da CTX na indução 

de dano como descrito na literatura (Figura 4.9). 

 

Figura 4.9 Administração de CTX e aumento na área inflamatória. Camundongos mdx 

receberam uma injeção de PBS no músculo tibialis anterior em uma pata traseira e a pata 

contralateral recebeu CTX na dose de 10µM (volume de 100µL). A coleta dos músculos foi 

feita após 4, 7 e 14 dias do tratamento e o material foi congelado, cortado e corado por hema-

toxilina e eosina para a avaliação da área inflamatória. As diferenças entre os grupos foram 

calculadas pelo teste 2 way ANOVA (*, p<0,05; **0,01; ***p<0,001).     
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4.8 Avaliação da modulação inflamatória com tratamento preventivo de LAM-111 ou 

SIKVAV mediante ao dano induzido por CTX. 

  

O peptídeo SIKVAV apresenta efeitos biológicos in vivo, como aumento da angiogê-

nese e revascularização, promoção da malignidade de tumores e cicatrização em feridas 

(CHEN, Xionglin e colab., 2017; FREITAS e colab., 2007; GRANT e ZUKOWSKA, 2000). 

Então, o elegemos para investigar seu efeito terapêutico em camundongos distróficos. Para 

isso, Camundongos mdx de 3 a 4 semanas foram tratados com uma injeção intramuscular de 

laminina (100 μM) ou peptídeo SIKVAV (10 e 50 μg/pata) no músculo TA da pata direita 

enquanto que na pata esquerda foi injetado PBS. Três dias após essa administração, todas as 

patas (tratada e controle) de todos os animais receberam a injeção de CTX (10µM) no volume 

de 100µL e os músculos foram coletados nos dias 4 e 10 para análises histológicas (Figura 

4.10).  

 
Figura 4.10 Desenho experimental para avaliação do tratamento preventivo ao desafio 

com CTX. As patas direitas de camundongos mdx com três a quatro semanas de idade foram 

injetadas com LAM-111 (100µM) ou SIKVAV (10µg ou 50µg), respectivamente, no volume 

de 100µL. Na pata contralateral esquerda, injetamos PBS. Após três dias, todas as patas de 

todos os animais foram desafiadas com CTX (10µM). Posteriormente, nos dias 4 e 10, os 

músculos foram coletados e processados para análises histológicas. 
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 A área de infiltrado inflamatório no dia 4 foi quantificada e houve uma grande varia-

ção entre as patas controle tratadas com PBS no grupo que teve as patas contralaterais tratadas 

com laminina (Figura 4.11). Entre as outras patas controle houve menor variação. Possivel-

mente, devido à grande variação das patas controle do grupo com a pata contralateral tratada 

com LAM-111, não houve diferença significativa entre as patas pré-tratadas ou não desse 

grupo (Figura 4.11). O número de indivíduos analisados e experimentos serão aumentados 

para a melhor avaliação deste aspecto. Por outro lado, houve um aumento significativo na 

área ocupada por infiltrados inflamatórios, assim como de células inflamatórias difusas, nos 

grupos cujas patas foram pré-tratadas com as duas concentrações de peptídeo, em relação às 

patas pré-tratadas com PBS (Figura 4.11). Estes resultados ilustram a grande capacidade tanto 

da laminina 111, como já havia sido descrito, como do peptídeo na proteção ao dano muscu-

lar. Nas patas tratadas com PBS (Figura 4.11, A, C e E), observamos muitas fibras musculares 

jovens com menor diâmetro e nucleação central e intensa infiltração inflamatória. Já as patas 

pré-tratadas com LAM-111 (Figura 4.11. B) ou SIKVAV nas duas concentrações (Figura 

4.11, D e F) exibem mais fibras adultas, com menor heterogeneidade no diâmetro das células 

e menos fibras com nucleação central.  Sendo assim, houve menor degeneração muscular, 

compatível com o menor número de células inflamatórias difusas ou compondo infiltrados 

inflamatórios. 
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Figura 4.11 Efeito protetor da LAM-111 e peptídeo SIKVAV (10 e 50 μg) após indução 

de dano muscular por cardiotoxina. As patas traseiras direitas de camundongos mdx foram 

injetadas com LAM-111 (100µM) ou SIKVAV (10µg ou 50µg), respectivamente, no volume 

de 100µL. Na pata contralateral esquerda, injetamos PBS. Após três dias, todas as patas de 

todos animais foram desafiadas com CTX (10µM). Quatro dias após o desafio, os músculos 

TA foram coletados e processados para análises histológicas por coloração por Hematoxili-
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na/Eosina. São mostrados resultados de patas pré-tratadas com PBS (A, C, E e G), laminina 

(B e G), SIKVAV 10 μg/pata (D e G) e SIKVAV 50μg/pata (F e G). A barra corresponde a 20 

μm. Experimento representativo de 3 repetições com 3 a 5 animais por grupo. As diferenças 

estatísticas entre os tratamentos e seus controles foram avaliadas pelo teste 2 way ANOVA. 

Não houve diferenças significativas entre os grupos.  

   

4.9 Caracterização do infiltrado inflamatório muscular 

 

  

Depois de avaliar a área de infiltrado presente nos músculos mediante ao tratamento, 

realizamos caracterização e quantificação das células compondo infiltrados inflamatórios me-

diante ao dano induzido por CTX ou no contexto do tratamento apenas com a LAM-111 ou o 

peptídeo SIKVAV.  

4.9.1  Quantificação de linfócitos no infiltrado inflamatório muscular  

Inicialmente, a população de linfócitos T (CD3+) foi avaliada em camundongos trata-

dos com LAM-111 (100µM) e SIKVAV (10µg) sem desafio da CTX (Figura 4.12). A conta-

gem desse tipo celular foi realizada por número de células por mm
2
. Com células CD3+ difu-

sos, essa população mostrou-se bem homogênea, não se alterando entre os grupos (Figura 

4.13). 

 Foram quantificados os linfócitos presentes nos músculos previamente tratados com 

LAM-111 (100µM) e SIKAV (10µg) e desafiados com CTX (10µM) (Figura 4.10). Foi ob-

servada uma diminuição de linfócitos no músculo mediante o tratamento com LAM-111 em 

comparação ao PBS (Figura 4.14, A e B). O peptídeo SIKVAV administrado via intramuscu-

lar foi capaz de reduzir a população de linfócitos infiltrada após dano induzido por CTX 

quando comparado ao tratamento com PBS (Figura 4.14, C e D).  Nesse contexto, ambos os 

tratamentos diminuíram significativamente a infiltração linfoide no músculo, mostrando a 

capacidade protetora da LAM-111 e do SIKVAV ao dano induzido por CTX de forma signi-

ficativa (Figura 4.14, E). 



62 
 

  
Figura 4.12 Desenho experimental do tratamento com LAM-111 e SIKVAV. Camundon-

gos mdx de 3 a 4 semanas foram injetados na pata direita com SIKVAV (10µg) ou LAM-111 

(100µM) no volume de 100 µL. Na pata esquerda foi injetado PBS também no volume de 

100µL. Após 3 dias, os músculos foram coletados e processados para caracterização e quanti-

ficação das células inflamatórias.   
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Figura 4.13 Infiltrado de linfócitos T (CD3+) no músculo de camundongos tratados do 

LAM-111 ou SIKVAV. As patas traseiras direitas de camundongos mdx foram injetadas com 

LAM-111 (100µM) ou SIKVAV (10µg), no volume de 100µL. Na pata contralateral esquer-

da, injetamos PBS. Quatro dias depois, os músculos tibilais anterior foram coletados e pro-

cessados para análises por imunohistoquímica usando anticorpo primário anti-CD3. Pata tra-

tada com LAM-111 (A) ou PBS (B); SIKVAV (10µg) (C) ou PBS (D). O gráfico referente à 

quantificação representa o número de células por mm
2
 (E), as diferenças entre os tratamentos 

e seus controles foram calculadas pelo teste 2 way ANOVA. Não houve diferenças significa-

tivas entre os grupos. 
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Figura 4.14 Infiltração inflamatória por linfócitos após tratamento com LAM-111 ou 

SIKVAV e dano induzido por CTX. As patas traseiras direitas de camundongos mdx foram 

injetadas com LAM-111 (100µM) ou SIKVAV (10µg), no volume de 100µL. Na pata contra-

lateral esquerda, injetamos PBS. Após três dias, todas as patas de todos animais foram desafi-

adas com CTX (10µM). Quatro dias após o desafio, os músculos tibilais anterior foram cole-

tados e processados para análises por imunohistoquímica usando anticorpo primário anti-

CD3. Pata tratada com LAM-111 (A) ou PBS (B); SIKVAV (10µg) (C) ou PBS (D). O gráfi-

co referente à quantificação representa o número de células por mm
2
 (E), as diferenças entre 

os tratamentos e seus controles foram avaliadas pelo teste 2 way ANOVA (* representa 

p<0,5). 
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4.9.2 Quantificação de macrófagos no infiltrado inflamatório muscular 

 

Avaliamos também outro tipo celular muito presente nos músculos distróficos, que 

são os macrófagos. Essa população celular (F4/80+) foi avaliada em camundongos tratados 

com LAM-111 (100µM) ou SIKVAV (10µg) e inicialmente sem o dano induzido por CTX 

(10µM) (Figura 4.12). A quantificação de macrófagos foi realizada por percentual de área 

marcada em ensaio de imunohistoquímica e não houve diferença entre as patas tratadas (Figu-

ra 4.13, A e C) e as patas controle (Figura 4.13, B e D), sem diferença significativa entre os 

grupos (Figura 4.15, E). Também realizamos a quantificação de macrófagos nos músculos de 

camundongos tratados com LAM-111(100µM) e SIKVAV (10µg) e expostos ao dano induzi-

do por CTX (Figura 4.10). As patas pré-tratadas com LAM-111 mostraram menor área de 

marcação de F4/80 em relação às patas controle pré-tratadas com PBS (Figura 4.16, A, B e 

E). Porém, houve grande variabilidade na marcação das patas controle ao tratamento com 

SIKVAV (Figura 4.16, C, D e E) não apresentando diferença entre os grupos.
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Figura 4.15 Infiltrado de macrófagos nos músculos tratados com LAM-111 e SIKVAV. 

As patas traseiras direitas de camundongos mdx foram injetadas com LAM-111 (100µM) ou 

SIKVAV (10µg), no volume de 100µL. Na pata contralateral esquerda, foi injetado PBS. 

Quatro dias depois, os músculos tibilais anterior foram coletados e processados para análises 

por imunohistoquímica usando anticorpo primário anti-F4/80. Pata tratada com LAM-111 (A) 

ou PBS (B); SIKVAV (10µg) (C) ou PBS (D). O gráfico referente à quantificação representa 

o percentual de área ocupada por células F4/80+ (E), não houve diferença significativa entre 

os tratamentos e os controles com o teste 2 way ANOVA. Barra é igual a 50µm.
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Figura 4.16 . Infiltrado de macrófagos nos músculos tratados com LAM-111 e SIKVAV 

mediante ao dano induzido por CTX. As patas traseiras direitas de camundongos mdx fo-

ram injetadas com LAM-111 (100µM) ou SIKVAV (10µg), no volume de 100µL. Na pata 

contralateral esquerda, injetamos PBS. Após três dias, todas as patas de todos animais foram 

desafiadas com CTX (10µM). Quatro dias após o desafio, os músculos tibilais anterior foram 

coletados e processados para análises por imunohistoquímica usando anticorpo primário anti-

F4/80. Pata tratada com LAM-111 (A) ou PBS (B); SIKVAV (10µg) (C) ou PBS (D). O grá-

fico referente à quantificação representa o percentual de área ocupada por células F4/80+ (E), 

* representa p<0,5. Barra é igual a 50µm.
 

 



68 
 

4.10  Avaliação da fibrose nos músculos tratados  

 

 A fibrose é o resultado do deposito de tecido conectivo é um processo de reparo teci-

dual. Esse é um evento patológico relevante para DMD, comprometendo fortemente a função 

muscular. Devido ao dano muscular extenso, ocorre o aumento de necrose e inflamação que 

contribuem para a tendência pró-fibrótica (KLINGLER e colab., 2012). Para avaliar se o tra-

tamento com SIKVAV (10µg) e o tratamento da LAM-111 diminuíram a fibrose, cortes de 

músculos dos dias 4 e 10 após CTX foram corados com Sirus Red. Essa coloração evidencia 

em vermelho as fibras de colágeno. Em A temos o controle e em B as patas pré-tratadas com 

LAM-111, em C temos o controle e em D os músculos tratados com SIKVAV, todos com 

fotos representativas do dia 10 (Figura 4.17, A-D). Foi feita a quantificação da área corada em 

ambos os dias, porém no dia 4 não houve diferença significativa. No dia 10 houve uma dimi-

nuição apenas com o tratamento da LAM-111, o peptídeo SIKVAV não foi capaz de prevenir 

a fibrose (Figura 4.17, E). 
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Figura 4.17 Efeito do tratamento com LAM-111 ou SIKVAV sobre a fibrose. Imagens 

representativas de secções coradas com Sirius red após 10 dias da injúria induzida por CTX e 

tratados preventivamente 3 dias antes com PBS ou LAM-111 (A, B), PBS e SIKVAV 10 μ-

g/pata (C, D) (barra corresponde a 20 μm). Gráfico mostrando a quantificação da área de fi-

brose após dano induzido por CTX e tratamento preventivo com LAM-111 ou peptídeo SIK-

VAV (10μg/pata) quando comparado às patas controles que receberam PBS estéril. Experi-

mento representativo de 3 repetições com 3 a 5 animais por grupo. As diferenças estatísticas 

entre o músculo tratado e não tratados foram calculadas pelo teste 2 way ANOVA, * represen-

ta p<0,5. 

 

4.11  Caracterização do perfil de citocinas dos músculos tratados 

 

 Nós avaliamos as citocinas secretadas mediante ao tratamento da LAM-111 nos mús-

culos de camundongos mdx e seu controle de mesmo fundo genético, C57BL/10 (Figura 

4.12). Essa abordagem também foi realizada nos tratamentos no contexto do dano induzido 
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com CTX (Figura 4.10). Para isso os músculos foram coletados, foi feita a extração de proteí-

nas totais e as citocinas foram quantificadas por citometria de fluxo através do kit CBA. O 

conteúdo proteico total foi determinado para a normalização da quantidade de citocinas por 

amostra. Das citocinas avaliadas pelo kit, a IL-6 e a MCP-1 demostraram destaque na expres-

são. A MCP-1 possui papel quimiotático para monócitos, enquanto a IL-6 possui efeitos pró-

inflamatórios e anti-inflamatórios. A MCP-1 apresenta um indicativo de aumento em múscu-

los não tratados de mdx comparado ao C57BL/10 (Figura 4.18, B), o tratamento com LAM-

111 intramuscular aproximou os níveis de mcp-1 do mdx ao seu controle (Figura 4.18, A).  A 

administração de LAM-111 foi capaz de aumentar significativamente (diferença entre os gru-

pos com p<0,5) a expressão de IL-6 em músculos de mdx tratados em relação aos injetados 

com PBS, no tempo 0 (Figura 4.18, C e D).  

 

 

Figura 4.18 Perfil de citocinas secretadas mediante ao tratamento intramuscular de 

LAM-111. Os músculos foram coletados antes e após o dano da CTX com o tratamento de 

LAM-111 ou PBS. As proteínas totais foram extraídas e as citocinas foram quantificadas por 

citometria de fluxo. Dosagem de MCP-1 de músculos de mdx e C57BL/10 (BL0) tratados 

com LAM-111 (A), somente tratados com PBS (B). Determinação de IL-6 em músculos de 

mdx e BL10 tratados com LAM-111 (A) ou tratados com PBS (B). A avaliação estatística da 
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quantificação de citocinas foi calculada pelo pelo teste 2 way ANOVA (*, p<0,05; **0,01; 

***p<0,001) 

4.12 Avaliação da regeneração muscular mediante aos tratamentos  

  

 A cadeia pesada de miosina é um importante marcador na categorização dos tipos de 

fibras do músculo esquelético. Em geral, temos as fibras rápidas de caráter glicolítico e as 

fibras lentas com perfil mais oxidativo de metabolismo. A partir da detecção das isorformas 

da cadeia pesada podemos afirmar o tipo da fibra. No tecido, as fibras em regeneração expres-

sam uma isoforma distinta, a eMyHC. Essa também é presente durante o desenvolvimento 

muscular fetal, mas não em músculo adultos no estado normal (SCHIAFFINO, 2018). 

 Avaliamos a expressão de eMyHC em músculo previamente tratados com LAM-111 

(100µM) ou SIKVAV (10µg) mediante ao dano induzido por CTX. Em função disso, reali-

zamos um ensaio de imunohistoquímica para detectar a eMyHC em secções dos músculos 

coletados 4 dias após o dano induzido por CTX (Figura 4.9). Notamos que músculos previa-

mente administrados com PBS possuem maior número de fibras eMyHC positivas em relação 

aos músculos tratados com LAM-111. As fibras positivas para a isoforma embrionária apre-

sentam cor marrom acastanhada (Figura 4.17, A e B). Porém, não houve diferença de expres-

são de eMyHC entre o tratamento com peptídeo SIKVAV e as patas contralaterais adminis-

tradas com PBS (Figura 4.17, C e D). 

 Portanto, ao avaliar o percentual de fibras positivas para eMyHC, o tratamento com 

LAM-111 apresentou uma redução significativa em relação à pata administrada com PBS, 

indicando proteção contra o dano induzido pela CTX (Figura 4.17, E). Em contrapartida, o 

peptídeo SIKVAV não foi capaz de modular o dano e a regeneração dos músculos danificados 

pela CTX, sendo assim, esse não apresentou diferença em relação ao seu controle tratado com 

PBS (Figura 4.17, F).        
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Figura 4.19 Efeito do tratamento da LAM-111 ou o peptídeo SIKVAV sobre o dano e a 

regeneração muscular induzido pela CTX. As patas traseiras direitas de camundongos mdx 

foram injetadas com LAM-111 (100µM) ou SIKVAV (10µg ou 50µg), respectivamente, no 

volume de 100µL. Na pata contralateral esquerda, injetamos PBS. Após três dias, todas as 

patas de todos os animais foram desafiadas com CTX (10µM). Quatro dias após o desafio, os 

músculos TA foram coletados e a eMyHC foi detectada por imunohistoquímica. São mostra-

das fotos representativas de músculos tratados previamente com LAM-111(A) e sua pata con-

tralateral com PBS (B), assim como cortes de músculos previamente tratados com SIKVAV 
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(C) e seu controle PBS (D). Barra (A-D): 1mm. Gráficos representativos de três experimentos 

avaliando o percentual de fibras positivas para eMyHC com a LAM-111 e seu controle PBS 

(E) e o SIKVAV e seu controle PBS (F). As diferenças entre os tratamentos e seus controles 

foram calculadas com o teste t (*, p<0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

  

A DMD é uma doença de caráter genético sendo a forma mais grave dentre as distrofi-

as. Essa é causada por mutações no gene da distrofina, que resultam em extensa degeneração 

e fraqueza muscular progressivamente levando ao uso de cadeira de rodas. Há complicações 

cardíacas e ortopédicas e o paciente sucumbe tem torno da maioridade. Não há cura e o trata-

mento mais utilizado é o uso de corticoides, o qual possui vastos efeitos colaterais. Portanto, 

há necessidade de desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas e um maior entendimen-

to sobre a doença (FLANIGAN, 2012). 

A LAM-111 já mostrou efeito terapêutico em modelos experimentais da DMD. Essa 

glicoproteína oriunda da MEC, ao ser administrada de forma intramuscular, é capaz de au-

mentar a expressão da integrina-α7β1 e utrofina, proteínas de adesão compensatória. De for-

ma sistêmica, a LAM-111 é capaz de proteger contra o dano induzido por exercício, diminu-

indo níveis séricos de CK e fibras musculares em degeneração. Para mais, ela promove a mi-

gração e proliferação de mioblastos, aumentando a eficácia do transplante celular a fim de 

recuperar a expressão da distrofina (GOUDENEGE e colab., 2010; ROONEY e colab., 2012).  

Sabe-se que as lamininas e outros componentes da MEC podem ser fragmentados libe-

rando matricinas. Essa fragmentação pode ocorrer de diversas formas, como proteólise. Esses 

fragmentos possuem funções biológicas distintas da molécula íntegra, pois não estão expostos 

na estrutura terciária (KIKKAWA e colab., 2013) .  No presente estudo, avaliamos os efeitos 

dos peptídeos da LAM-111, AG73, SIKVAV e C16 em mioblastos e nos músculos de ca-

mundongos mdx, um modelo murino da DMD.  

O AG73 já demostrou efeito adesivo em mioblastos in vitro, em dois sistemas experi-

mentais distintos, utilizando o peptídeo como substrato em placas e partículas esféricas de 

sepharose conjugadas ao fragmento. Esse evento não é observado na versão do AG73 emba-

ralhada, no qual os aminoácidos são mantidos com sequência trocada, confirmando assim a 

especificidade do efeito (HOZUMI e colab., 2012).  Nós observamos no presente trabalho 

esse efeito biológico do AG73, esse mostrou efeito similar ao da LAM-111, que é utilizada 

como controle positivo em ensaios de adesão. Em nosso ensaio de adesão também foi possí-

vel observar alterações morfológicas nas células. Os mioblastos no substrato de LAM-111 

apresentam morfologia espraiada, o que não foi observado no AG73 mesmo promovendo a 

adesão. Em outros estudos utilizando células não musculares, a LAM-111 promove a forma-

ção de lamelipódios e grande espalhamento celular, essa característica ocorre por pontos de 

adesão focal por via integrinas com interação ao substrato. A sinalização via integrina orques-
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tra todo o citoesqueleto alterando o formato da célula.  O AG73 não promove o espraiamento 

celular em outros sistemas, apesar de promover a adesão (LIBERIO e colab., 2014; 

YAMADA e colab., 2011).   

Algumas abordagens, em outros estudos, elucidaram o repertório de receptores de 

membrana que são responsáveis pelo efeito adesivo do peptídeo AG73 em células não muscu-

lares. Ao tratar células com heparina, antes do ensaio de adesão com AG73, a atividade adesi-

va desse é reduzida, sugerindo a participação de receptores de membrana com carga negativa 

nessa peculiaridade do peptídeo. O tratamento com quelantes de cálcio também reduziu o 

efeito adesivo do AG73, dessa forma os receptores dependentes de cálcio, como as integrinas, 

foram apontados como ligantes celulares do AG73. Por método de silenciamento gênico da 

porção β1 da integrina e o sindecano-1 foi possível demonstrar a participação desses recepto-

res na adesão das células ao AG73 (GAMA-DE-SOUZA e colab., 2008). Por outro lado, o 

peptídeo C16 mostrou efeito adesivo em células endoteliais, além de promover angiogênese 

(PONCE e colab., 1999). O peptídeo SIKVAV demostrou efeito adesivo mediato por integri-

nas (FREITAS e colab., 2007). Interessantemente, os peptídeos, SIKVAV e C16 não demos-

traram efeito adesivo em mioblastos C2C12, talvez pela falta de afinidade com o repertório de 

receptores de membrana presentes nas células musculares.    

No contexto fisiológico de regeneração muscular, a migração celular é importante, 

uma vez que as células progenitoras musculares se ativam, proliferam e migram aos sítios de 

dano promovendo o reparo. Em transplantes de mioblastos, esse evento celular também é re-

levante, pois nessa terapia, essas células devem ter a capacidade migratória alta, a fim de au-

mentar seu rendimento com mais fibras positivas para distrofina (PARTRIDGE, Terry, 2002). 

Devido à grande significância desse processo celular, em nosso estudo avaliamos o efeito dos 

peptídeos oriundos da LAM-111 na migração de mioblastos in vitro.  No presente estudo a 

LAM-111 demostrou efeito positivo na migração de mioblastos C2C12. Esse achado científi-

co já foi relatado com a LAM-111 apresentando um aumento significativo na migração de 

mioblastos em relação ao controle somente com meio. Entretanto, a isoforma da laminina-211 

não demostrou efeito similar. Sendo assim, a LAM-111 foi apontada como um contribuinte 

promissor para o transplante de mioblastos (GONZÁLEZ e colab., 2017; GOUDENEGE e 

colab., 2010; SILVA-BARBOSA e colab., 2008). Sabe-se que o efeito migratório da LAM-

111 em mioblastos é independente da via MAPK/ERK e da ação de MMPs, pois a inibição de 

ambas não comprometeu a migração de células musculares (GONZÁLEZ e colab., 2017).  

O peptídeo AG73, em nosso modelo experimental, promoveu a migração como a 

LAM-111. Esse fragmento é capaz de intervir na migração e invasão de células tumorais au-

mentando a secreção de MMPs (SIQUEIRA e colab., 2010).  Já os demais peptídeos não de-



76 
 

mostraram efeito na migração de mioblastos no presente estudo. Porém, o peptídeo C16 e o 

SIKVAV são capazes de aumentar a migração e invasão de outros tipos celulares (CHEN, 

Xionglin e colab., 2017; KURATOMI e colab., 2002; SIQUEIRA e colab., 2016) 

O substrato tratado com AG73, em nosso presente estudo, demostrou aumentar a dife-

renciação terminal de mioblastos C2C12, quando comparado com a LAM-111 e os demais 

peptídeos. Os efeitos biológicos descritos na literatura são causados pela interação do AG73 

com células, o sindecano-1 e a integrina-β1 possui grande participação como ligante do peptí-

deo, estimulando vias celulares (MOCHIZUKI e colab., 2007; SIQUEIRA e colab., 2010; 

SUZUKI e colab., 2003). Apesar disso, o sidecano não é descrito como pró-miogênico, pois 

esse estimula fatores da família do TGF-β e diminui a expressão de miogenina que afeta a 

diferenciação de mioblastos(LARRAI e colab., 1998).  

  Não foi possível reproduzir o efeito da LAM-111 na proliferação de mioblastos a fim 

de comparar com o efeito dos peptídeos derivados dessa. A LAM-111, em outros estudos, 

aumentou a proliferação de células musculares que é um evento importante na regeneração 

muscular e no transplante de mioblastos para tratamento de distrofias. Em células com a taxa 

proliferativa alta, a alternativa experimental é reduzir o SFB, avaliar o número de células em 

tempos mais tardios e com técnicas mais acuradas (GOUDENEGE e colab., 2010; SILVA-

BARBOSA e colab., 2008).   

Em nossos ensaios in vitro, os mioblastos foram responsivos ao peptídeo sobre a ade-

são, migração e diferenciação. Essas características elegem esse peptídeo como possível agen-

te terapêutico para a DMD e outras distrofias. Pode contribuir no melhoramento do transplan-

te de mioblastos e para mais, na melhora do músculo distrófico sendo administrado de forma 

intramuscular. Comparado com a LAM-111 íntegra administrada, o peptídeo AG73 é menos 

imunogênico, ponto relevante em terapias (RIEDERER e colab., 2015). Recentemente, um 

estudo relatou o remodelamento da MEC no nicho de células satélites desencadeado pelo da-

no muscular que inicia a regeneração. Nesse evento, há um aumento da MMP2 e MMP9 e 

posteriormente um depósito da cadeia α1 e α5 no nicho que modulam os progenitores muscu-

lares. O peptídeo AG73, presente na cadeia α1 da LAM-111, pode ser liberado por ação en-

zimática e principalmente pela MMP-9 (RAYAGIRI e colab., 2018; SIQUEIRA e colab., 

2010). Possivelmente, o peptídeo AG73 está presente durante a regeneração muscular modu-

lando as células satélites e seus nichos. Para mais, o AG73 pode ser utilizado no melhoramen-

to de biomateriais para transplante autólogo muscular em caso de perda muscular volumétrica, 

devido às suas funções relatadas em nosso estudo. O aprimoramento do biomaterial visa favo-

recer a regeneração da porção muscular transplantada e diminuir o infiltrado inflamatório. A 

LAM-111 já foi apontada como componente enriquecedor no biomaterial de hidrogel, sendo 
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assim, possivelmente o AG73 pode ter efeitos similares nessa estratégia (GOLDMAN e 

colab., 2018). O peptídeo AG73 pode também contribuir no encapsulamento de fármacos, 

melhorando a especificidade ao musculo. O encapsulamento do fármaco PMO, terapia gênica 

da DMD, demonstrou benefícios na diminuição da toxicidade e a eficácia dessa terapia gené-

tica. Nesse contexto, o AG73 poderia contribuir ainda mais para a entrega do fármaco no 

músculo distrófico(NEGISHI e colab., 2011, 2014).   

Antecedente as avaliações in vivo do efeito do peptídeo SIKVAV e da LAM-111 ad-

ministrados intramuscularmente, realizamos padronizações de diferentes congelamentos do 

músculo, sendo que o método mais adequado o com isopentano congelado e goma de traga-

canto. O músculo é muito peculiar em sua estrutura e o congelamento deve ser feito com cui-

dado a fim de evitar artefatos de congelamento. Para um procedimento satisfatório, devem-se 

considerar dois fatores: a temperatura e a rapidez. Outro componente geralmente não conside-

rado é o líquido presente nas amostras. Quando o congelamento não é realizado de forma cor-

reta, há a formação de cristais intracelulares que comprometem a morfologia, resultando no 

“efeito queijo suíço”. Em contrapartida, feito de forma correta, o tecido é congelado de forma 

uniforme e rápida tornando-se vitrificado (KUMAR e colab., 2015; MENG e colab., 2014) 

O modelo murino da DMD, o camundongo mdx, apresenta um fenótipo mais brando 

comparado ao paciente distrófico (PARTRIDGE, Terence A, 2013). Ao estudar a doença ou 

propor novas terapias utilizando-o, deve-se considerar esses interferentes experimentais. O 

dano induzido em camundongos mdx deixa o fenótipo mais fidedigno exacerbando a patolo-

gia. Temos disponíveis: danos por isquemia, danos físicos e danos por toxinas, sendo que ca-

da um apresenta uma ação e gravidade distinta. A CTX é uma toxina e compromete os canais 

de cálcio rompendo o sarcolema, porém sem afetar o nicho de células satélites (MAHDY, 

2018). Já foi demostrado o aumento do infiltrado inflamatório e da degeneração no quarto dia 

após com a CTX. No sétimo dia, o caráter histológico é de menor inflamação e mais regene-

ração (MAHDY e colab., 2015). Em nossa abordagem, a CTX mostrou eficácia na exacerba-

ção do fenótipo do camundongo mdx para avaliação da nossa terapia.  

No nosso trabalho foi observada uma diminuição da população de linfócitos no tecido 

muscular com tratamento preventivo mediante ao dano induzido por CTX. Os linfócitos parti-

cipam de forma importante na lesão inflamatória da DMD. Através do cruzamento de mdx 

com camundongos nude, atímicos e consequentemente sem células T, apontou os linfócitos T 

como grandes contribuintes para a fibrose no músculo e em outros órgãos. Em contrapartida, 

uma subpopulação de linfócitos T, as células γδ, tem um papel imunomodulador protetor no 

tecido cardíaco de camundongos mdx. A depleção dessas, recruta ainda mais outros tipos de 
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células patogênicas, agravando o quadro cardíaco (CASCABULHO e colab., 2016; 

MORRISON e colab., 2000). 

 Os macrófagos foram pouco alterados com o tratamento sem CTX, tendo apenas uma 

tendência à diminuição. Esses são de grande importância para DMD e podem ter fenótipos 

distintos em sua polarização. Os macrófagos M1 estão presentes na fase mais inicial da doen-

ça e têm um perfil mais inflamatório. O outro perfil é o M2, com características mais pró-

reparo e de resolução da inflamação. Sabe-se que intervenções que aumentam os M2 melho-

ram o fenótipo da doença. De qualquer forma, a diminuição do infiltrado é benéfica à doença 

independentemente do seu perfil (VILLALTA e colab., 2011).   

No presente estudo, o tratamento intramuscular de LAM-111 preveniu a fibrose do dé-

cimo dia após a CTX. Porém esse evento não foi observado com o tratamento com o peptídeo 

SIKVAV. Considerando que a fibrose é um evento muito presente na DMD, estratégias tera-

pêuticas que visam atenua-la são importantes. Um grande contribuinte para fibrose é o TGF-

β, portanto, inibidores de TGF-β possuem efeitos relevantes. Curiosamente, os inibidores de 

enzima conversora de angiotensinogênio diminuem a fibrose e são promissores para o trata-

mento (KORNEGAY e colab., 2014). A redução da população de linfócitos com o tratamento 

pode estar relacionada com a diminuição da fibrose no decimo dia, pois esse tipo celular já foi 

apontado como pró-fibrótico na DMD (MORRISON e colab., 2000). Portanto, a ação anti-

fibrótica da LAM-111 fomenta seus efeitos benéficos em DMD. 

Das citocinas avaliadas, a IL-6 mostrou um aumento com o tratamento da LAM-111. 

Essa citocina possui caráter pleiotrópico com funções pró-inflamatórias e anti-inflamatórias. 

No cenário muscular, essa pode tanto promover, paradoxalmente, a hipertrofia e a regenera-

ção ou a persistência inflamatória e a atrofia das fibras (MUÑOZ-CÁNOVES e colab., 2013). 

Injeções de IL-6 nos músculos de neonatos mdx mostra um aumento da expressão gênica e 

proteica da utrofina, proteína capaz de repor funcionalmente a distrofina (FUJIMORI e colab., 

2002). Além disso, a neutralização do receptor da IL-6 em camundongos mdx mostrou au-

mento do infiltrado inflamatório (KOSTEK e colab., 2012). Portando, o aumento da IL-6 com 

o tratamento preventivo de LAM-111 pode estar relacionado ao seu efeito protetor contra o 

dano induzido pela CTX. 

O tratamento com a LAM-111 foi capaz de reduzir o número de fibras recém-

regeneradas no 4 dia após a CTX. O que sugere um efeito protetor contra o dano induzido da 

CTX ao sarcolema, no qual resultou em menos regeneração muscular. Esse evento não foi 

observado no tratamento com o peptídeo SIKVAV. A proteção do sarcolema pelo o tratamen-

to com a LAM-111 ocorre possivelmente devido ao aumento de proteínas de adesão compen-

satórias, utrofina e integrina α7β1. Ambas são associadas à melhora do fenótipo e aumentam a 
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estabilidade do sarcolema. Em outro estudo com uma abordagem similar, os camundongos 

mdx foram tratados de forma intramuscular com LAM-111 e na pata contralateral PBS sendo 

expostos ao dano induzido por exercício excêntrico. Os músculos tratados com LAM-111 

apresentaram maior estabilidade do sarcolema com diminuição drástica do dano (ROONEY e 

GURPUR e BURKIN, 2009).  

Em outros modelos experimentais de distrofias, o tratamento com LAM-111 já foi 

proposto. Na distrofia muscular de merosina congênita, no qual ocorre o comprometimento da 

laminina-211 que resulta em comprometimento da função muscular. O tratamento intramus-

cular com LAM-111 previne o degeneração muscular e promove a hipertrofia, além de me-

lhorar a sobrevida dos animais (ROONEY e colab., 2012).  Com a distrofia que afeta a ex-

pressão da integrina α7, o tratamento com LAM-111 melhorou a capacidade regeneração 

comprometida do modelo animal dessa doença (ROONEY e GURPUR e YABLONKA-

REUVENI e colab., 2009).  

O peptídeo SIKVAV foi eleito para nossas avalições in vivo devido seus efeitos em 

outros sistemas biológicos, como promoção da angiogênese e revascularização, aumento da 

malignidade de tumores e melhoramento da cicatrização (CHEN, Xionglin e colab., 2017; 

FREITAS e colab., 2007; GRANT e ZUKOWSKA, 2000). Porém, no contexto do musculo 

distrófico não observamos efeitos terapêuticos desse peptídeo. Em contrapartida, nossas abor-

dagens in vitro e in vivo reforçaram o papel da LAM-111 na fisiologia muscular e seu efeito 

terapêutico em distrofias. Ela pode ser administrada como componente farmacológico ou co-

administrada no transplante celular promovendo a sobrevida, proliferação e diferenciação das 

células transplantadas. Em ambas abordagens, devemos considerar a resposta imune contra a 

LAM-111 administrada e a produção dessa a fim de tratar pacientes (RIEDERER e colab., 

2015).     
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6  CONCLUSÃO      

 

 Nesse presente estudo, investigamos o efeito de peptídeos biologicamente ativos deri-

vados da LAM-111 no contexto do ambiente muscular, in vivo e in vitro.  

Em nossas hipóteses iniciais, elegemos a partir da literatura três peptídeos com grande 

relevância biológica com predominância em neoplasias. Em mioblastos esses se comportam 

de maneira diferente, o AG73 afetou a migração e a adesão de forma equivalente a LAM-111. 

Tratando-se da diferenciação de células musculares, o AG73 aumentou a hipertrofia dos mio-

tubos, efeito distinto da molécula integra. 

Mesmo com efeitos diversos como o aumento da migração, adesão e proliferação em 

células tumorais, os peptídeos SIKVAV e C16 não modularam esses eventos em células mus-

culares. Assim, é evidente que não podemos correlacionar achados em neoplasias com o teci-

do muscular e miogênese. Em nossas avaliações in vivo, confirmamos o efeito terapêutico da 

LAM-111 no modelo animal da DMD, diminuição do infiltrado de células T, da fibrose e do 

dano induzido pela CTX. O peptídeo SIKVAV apenas diminuiu o infiltrado de linfócitos não 

apresentando efeitos significativos a fim de elege-lo como agente terapêutico.   
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