) ™

I.I S B I]A FACULDADE DE
MEDICINA
" Lsan LISBOA

Trabalho Final
Mestrado Integrado em Medicina

Clinica Universitaria de Medicina Fisica e Reabilitacdo

Alterac0es vasculares e novas abordagens
terapéuticas na Distrofia Muscular de Duchenne

Jodo Francisco Gongalves Dionisio

Junho, 2017






) ™

LISBOA FACULDADE DE
UNIVERSIDADE MEDICINA
DE LISBOA LISBDA

Trabalho Final
Mestrado Integrado em Medicina

Clinica Universitaria de Medicina Fisica e Reabilitacéo

Alteracg0es vasculares e novas abordagens
terapéuticas na Distrofia Muscular de Duchenne

Jodo Francisco Gongalves Dionisio

Orientado por: Prof.2 Doutora Anabela Cardoso Pinto Noronha Sanches

Junho, 2017






Lista de abreviaturas

e Antagonistas dos receptores da angiotensina Il (ARA 11)

e Complexo distrofina — glicoproteina (CDG)

e Distrofia Muscular de Becker (DMB)

e Distrofia Muscular de Duchene (DMD)

e Enzima Conversora da Angiotensina (ECA)

e Factor de crescimento endotelial vascular (VEGF)

e Factor de crescimento insulina-like 1 (IGF-1)

e Fosfodiasterase-5 (PDED5)

e Guanil Ciclase (sGC)

e Guanina Monofostato Ciclase (cGMP)

e Inibidores da Enzima conversora da Angiotensina Il (IECAS)

e Oxido nitrico (NO)

o Oxido nitrico sintetase neuronal (NNOS)

e Receptor y estrogénio- relacionado (ERRY)

e Receptor 1 do factor de crescimento endotelial vascular (VEGFR-1)
e Receptor 2 do factor de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2)

e Sistema-renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)






Resumo

A distrofia muscular é uma doencga neuromuscular, progressiva, hereditaria ligada ao
cromossoma X, atingindo criangas do sexo masculino. A distrofia muscular de
Duchenne € a mais frequente e conhecida pela sua gravidade e répida evolucdo. O
fenotipo apresentado resulta de uma alteracdo do gene da distrofina, produzindo-se uma
proteina distrofina inviavel, formando-se um musculo vulneravel ao dano mecéanico.

E uma doengca incapacitante, caracterizada pela perda precoce da capacidade de andar,
com diminuicéo da esperanga média de vida, sendo hoje as principais causas de morte,
principalmente condicionadas por doencas do foro cardiovascular.

A DMD actualmente ndo tem uma terapia curativa e encontra na fisioterapia, na
cirurgia, no uso dos corticoides e no acompanhamento da patologia cardiaca inerente a
esta patologia, os principais meios utilizados para atrasar o progresso da doenca e
melhorar a qualidade de vida destes doentes. O avanco nestas terapéuticas levou ao
aumento da esperanca média de vida nos ultimos anos, de tal forma que atualmente é
considerada uma patologia da crianca mas também do adulto.

Os mecanismos fisiopatologicos caracterizam-se também por alteracdes do foro
vascular nos territorios capilares arteriais, levando a uma isquémia funcional que
contribui para a degradacdo progressiva do musculo estriado (cardiaco e esquelético),
cada vez mais susceptivel a lesdo mecénica produzida pela atividade repetida e
consequente da condicéo fisica do doente. E neste contexto que aparecem as abordagens
vasculares como terapéuticas promissoras no tratamento da DMD, que visam melhorar a
capacidade de relaxamento dos vasos que esta alterada nesta condicdo, promovendo a
vasodilatacdo e estimulando o processo de angiogénese, onde o VEGF assume um papel
importante. Estes mecanismos pré-angiogénicos estimulam a miogénese, essencial para
a regeneracdo do musculo lesado.

Esta revisdo incide nos mecanismos vasculares que estdo associados a DMD e no
estudo dos mesmos para a identificacdo de possiveis alvos terapéuticos onde poderemos
actuar, na tentativa de aumentarmos as opcoes terapéuticas nesta patologia.

O trabalho final exprime a opinido do autor e ndo da FML.

Palavras-Chave: Distrofia muscular de Duchene; Distrofina; VEGF; Angiogénese;

Miogénese;






Abstract

Muscular dystrophy is a progressive, hereditary neuromuscular disease linked to the X
chromosome, affecting male children. Duchenne muscular dystrophy is the most
frequent and is known for its severity and rapid evolution. The phenotype presented
results from a change in the dystrophin gene, producing an infeasible dystrophin
protein, forming a muscle vulnerable to mechanical damage.

It is a disabling disease, characterized by the early loss of walking ability, with a
decrease in the average life expectancy. The main causes of death are the cardiovascular
ones. being the main causes of death the cardiovascular causes.

DMD currently does not have a curative therapy, being the physiotherapy, surgery,
the use of corticoids and the monitoring of the cardiac pathology inherent in this
pathology, the main means used to delay the progress of the disease and to improve the
quality of life of these pacients. The advancement in these therapies has led to an
increase in the average life expectancy in recent years, and is now considered not only a
pathology of the child but also of the adult.

DMD is also characterized by vascular disorders, leading to functional ischemia that
contributes to the deterioration of the patient's physical condition. It is in this context
that vascular approaches appear as promising therapies in the treatment of DMD, which
aim to improve the relaxation capacity of vessels which is altered in this condition,
promoting vasodilation and stimulating the process of angiogenesis, where VEGF plays
an important role. These pro-angiogenic mechanisms stimulate myogenesis, essential
for the regeneration of the injured muscle.

This review focuses on the vascular mechanisms that are associated with DMD and
their study for the identification of possible therapeutic targets where we can act in an
attempt to increase the therapeutic options for this pathology.

The final work expresses the opinion of the author and not of the FML.

Key words: Duchenne muscular dystrophy; Dystrophin; VEGF; Angiogenesis;
Myogenic;
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Introducdo a Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenc¢a neuromuscular, progressiva
e fatal, que afecta individuos do sexo masculino e que apresenta fendtipos variaveis
tendo em conta o tipo de distrofina em causa.

A DMD ¢ o tipo de distrofia muscular mais comum em criangas, com uma incidéncia
de 1 caso em cada 3600-6000 recém-nascidos do sexo masculino. E uma doenca
hereditaria recessiva ligada ao cromossoma X em consequéncia de delecéo variavel no
gene da distrofina. Conhecida pela sua gravidade e rapida evolugdo, é também a
Distrofia Muscular mais conhecida e mais bem estudada de entre os varios tipos. A
Distrofia Muscular de Becker (DMB) é a que mais se assemelha a DMD, com a
diferenca na gravidade, que € menor, e na evolucdo, que é mais lenta.

A DMD caracteriza-se principalmente pela fraqueza muscular e atrofia progressiva,
levando & diminuigdo progressiva da capacidade funcional nomeadamente a de correr,
subir escadas e de marcha, até a perda total de deambulacéo entre 0s 7 e 0s 13 anos.

A abordagem desta patologia sofreu uma revolucdo com a descoberta, nos anos 80, do
gene da distrofina, permitindo melhor compreensédo dos mecanismos etiopatogénicos e
formulacdo de novas hipéteses terapéuticas.

A evolugdo positiva na sobrevida na DMD ocorreu assim devido as abordagens
terapéuticas utilizadas actualmente e desenvolvidas ao longo do tempo, com o maior
conhecimento das bases moleculares, celulares e da fisiopatologia das distrofias

musculares.
- Historia Natural da Doenca

O musculo esquelético é o primeiro a deteriorar-se com perda de autonomia funcional
na primeira década de vida. Os problemas do miocardio aparecem numa fase mais
tardia, sendo que a cardiomiopatia clinicamente relevante em 90% dos casos aparece a
partir dos 18 anos, consistindo essencialmente na fibrose do musculo cardiaco e
alteracdes do ritmo e da conducdo. No coragdo o processo de remodeling cardiaco
também ocorre e finaliza com fibrose. As autopsias realizadas dos miocardios
distroficos foram conclusivas na apresentacdo de &reas de hipertrofia, atrofia e de

fibrose.
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Ha& claramente doenca no miocardio muito antes do inicio dos sintomas clinicos, dai
ser recomendado o tratamento de cardiomiopatia associada a DMD antes do inicio dos
mesmos. Os estudos recomendam que se realize uma triagem ecocardiografica no
momento do diagnostico ou a partir dos 6 anos de idade.

A estas alteracdes aliam-se alteracGes do foro respiratdrio, com a diminuicédo da forca
muscular dos mdsculos respiratorios, perda de mobilidade torécica, desvios cifo-
escolidticos da coluna progredindo para um severo compromisso respiratorio do tipo
restritivo.

As anomalias cardio-respiratorias sdo a principal causa de morte na 3%/4? década de
vida. A idade média de morte dos doentes com DMD era de 19,6 anos. Nos ultimos 15
anos, observa-se um significativo aumento da esperanca média de vida para os 27,9
anos, muito devido a implementacdo de ventilagdo mecanica assistida (Fig.1). No inicio
as complicacBes respiratorias eram as mais frequentes causas de morte, mas o
aparecimento da ventilagdo mecanica veio mudar este paradigma e colocar as causas

cardiacas como as principais causas de morte destes doentes. 2
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Figura 1 — Principais causas de morte na DMD

Pode-se assim concluir que o territdrio cardiaco e as intervencgdes sobre 0 mesmo tem
um papel muito importante no prognostico vital dos doentes com DMD. Ao atuarmos
com o objectivo de atenuar a isquémia funcional ao nivel do territério cardiaco
conseguimos diminuir o risco cardiaco e prevenir o remodeling cardiaco e muscular.

Sabemos igualmente que os territorios pulmonar e cardiaco sdo fortemente afetados

pela fibrose que ocorre no musculo distrofico, por substituicdo do tecido normal por
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tecido conjuntivo que gera focos de ectopias potencialmente graves, limitando o
funcionamento fisiologico destes sistemas.

Assim, os tratamentos que visem diminuir a fibrose muscular vao ser uma aposta no
tratamento destes doentes e no aumento da esperanca de vida, até la, a opcdo de
transplante cardiaco € ja uma realidade em alguns destes doentes.®

O diagnostico que € feito numa fase inicial através do exame fisico, histéria familiar e
testes laboratoriais com alteracGes ao nivel da creatina quinase sérica (100/200 vezes
mais), que sao patognomicos de lesdo muscular e levantam a suspeita, necessita porém,
de ser confirmado por estudo genético e analise imuno-histoquimica. O famoso sinal de
Gower’s, que ocorre nas manobras de levante, em que o doente empurra 0 corpo para
cima do joelho com a mdo quando se levanta, € muito caracteristico de fraqueza
muscular proximal dos membros inferiores, e por isso tipicamente observado nestes
doentes.

A quantidade de distrofina encontrada no musculo esquelético vai ser também
fundamental para o diagnoéstico diferencial entre a DMD e a DMB. Na primeira, temos
auséncia total de distrofina funcional, ja na segunda temos uma deficiéncia parcial e
focal desta proteina. Porém estdo descritos alguns casos de DMD com quantidade de
distrofina funcional residual, com um quadro clinico mais lento. Isto faz com que a
DMB seja considerada uma variante mais leve da DMD, com o inicio mais tardio dos
sintomas e com uma conservacgdo do estado clinico e funcional durante mais tempo. Um
estudo quantitativo mais completo da quantidade de distrofina teria por isso relevancia
ndo sé no diagndstico diferencial como também na elaboracdo progndstica de casos
individuais e no aconselhamento genético.?® De qualquer maneira, esta relacdo carece
ainda de mais estudos por ndo ser sempre assim téo linear. Assim, diferenciar a auséncia
total e parcial de distrofina pode ajudar a distinguir DMD de um fenétipo de
distrofinopatia mais leve, como é o caso da DMB.

Os estudos genéticos realizados até ao momento permitiram identificar a regido do
genoma onde ocorrem com maior probabilidade as mutagbes na Distrofia muscular
(mais de 4700 mutacGes identificadas até a0 momento): a regido que vai do exao 43 ao
52 e a regido entre 0 exdo 2 ao 19, sendo as dele¢des mais comuns as do exao 45. Este
conhecimento do padrdo de delecdo nas distrofias musculares permite-nos fazer o
diagnostico diferencial destes dois tipos de distrofias. Assim sabe-se que as deleccdes
que tém inicio e fim com ex8es que codificam coddes completos ndo interferem no

padrdo de leitura de transcricdo. Assim, as formas de distrofina incompletas, que
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parcialmente vao manter a sua funcéo, correspondem ao fenotipo tipico da DMB, com
uma evolugdo clinica mais lenta e inicio de sintomas tardio. J4 na DMD, acontece que
as delecdes comegam e terminam com um exao que tem apenas um cod&o parcial, assim
sendo nesta delecdo hd uma transcricdo incorreta, o que leva & interrupgdo total do
processo, dando origem a uma proteina distrofina disfuncional, com uma distrofia com
maior grau de gravidade pela total disfuncionalidade da proteina.

A diferenciacgéo clinica entre a DMD e a DMB tem como base a dependéncia de
cadeiras de rodas, antes dos 13 anos na primeira € ap0s 0s 16 anos na segunda, sendo
que nesta ultima, pode chegar aos 40 anos. Apesar da DMB se caracterizar por um
envolvimento mais leve do musculo-esquelético, a cardiomiopatia dilatada continua a
ser uma causa frequente de morte nestes doentes. Os estudos sobre as delecdes
revelaram que a deleccdo nos exdes 45-55 tem um prognéstico favoravel em
comparacdo com outros exdes, incluindo desde doentes assintomaticos a doentes com
ligeira mialgia e intolerncia ao exercicio fisico intenso. Contudo, a miocardiopatia
dilatada acaba por, mais cedo ou mais tarde, estar presente. Outros estudos mostraram
que as deleccbes nos exdes 48-49 originam fendtipos com envolvimento cardiaco mais
grave.” Estes dados sdo importantes na definicio do prognostico destes doentes. Assim
a DMB é uma doenca com um fenétipo variavel, que inclui desde doentes
assintomaticos a doentes com envolvimento muscular e cardiaco. O envolvimento do
musculo esquelético é independente na maioria dos casos do envolvimento cardiaco,
sendo que a disfuncdo cardiaca é considerada atualmente uma caracteristica primaria da
DMB.?

A DMD ndo tem uma terapéutica curativa, mas os tratamentos existentes tém
permitido alterar o decurso natural da doenca, intervindo na qualidade e na esperanca
média de vida, actualmente na 3% década, assumindo os corticosterdides um papel
fulcral no atraso do declinio da forca e fungdo muscular. Com o aumento da esperanca
média de vida destes doentes, a DMD, até entdo considerada uma doenca da crianca,
passou a ser considerada também uma doenca do adulto, tal como se demonstra na

Figura 2 %,
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Figura 2 - Sobrevivéncia aos 20 anos de acordo com a década de nascimento

- O papel da distrofina

Atualmente sabe-se que a distrofina € uma proteina codificada pelo gene da distrofina,
que se localiza no brago curto do cromossoma X, no locus Xp21.2. e que tem trés papéis
essenciais: estrutural, sinalizador e protector.

Em primeiro lugar, esta proteina forma o complexo distrofina — glicoproteina (CDG)
no sarcolema, complexo este que tem como principal funcdo ligar o citoesqueleto
muscular a matriz extracelular, assumindo aqui o seu papel estrutural. Com a
auséncia/diminuicdo da distrofina, as fibras musculares tornam-se vulneraveis ao stress
mecanico.

Laminin-2
Collagen Extraceiutar

Extracelular matrix

Dystroglycans R a %”

Sarcolemma B | a By sd Q

Sarcoglycans

Intraceilular

Syntrophins

—— Dystrobrevin

Syncollin

Figura 3- Complexo distrofina — glicoproteina (CDG) no sarcolema e a localizacdo da

Nos pela distrofina
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A distrofina assume também o seu papel sinalizador, localizando a Oxido Nitrico
sintetase (NOs) no sarcolema, esta ultima responsavel pela producdo de NO. Sabe-se
que o NO é sintetizado pelas células endoteliais, pelos macr6fagos e por algumas
células neuronais, e assume uma importante funcdo de sinalizacdo extra e intracelular,
através da interacdo com o0s receptores beta 2. Este promove o relaxamento do musculo
liso, e assim ocorre a vasodilatacdo e broncodilatacdo fisiologicas. Actua assim em
resposta a vasoconstricao fisiologica. 16

A membrana das células com défice de distrofina tem assim maior susceptibilidade ao
dano muscular a que acresce a dificuldade no relaxamento da musculatura vascular.

Todas estas anomalias levam a que o musculo se encontre constantemente sob
condicdes isquémicas. Em resposta a estas alteracGes, originam-se ciclos repetitivos de
degeneracdo e regeneracdo das miofibras, originando dano da membrana e consequente
mionecrose. Esta Ultima, leva a libertacdo de citoquinas, que recrutam células
inflamatorias, havendo activacdo dos fibroblastos o que leva a fibrose, com proliferacdo
do tecido conjuntivo, substituindo as normais fibras musculares, neste processo de
remodeling fibrético que a medida do tempo tende a pender para a fibrose progressiva
com substituicdo de miocitos por fibrose e células adiposas. Assim, a inflamacéao
cronica e a fibrose tornam-se essenciais para o desfecho desta patologia, com a
existéncia de um influxo inapropriado de calcio e sddio de base, dai que atualmente uma
das abordagens na DMD tenha como alvo o controlo deste processo fibrético.

Fisiologicamente, a capacidade regenerativa do musculo diminui com a idade,
fazendo com que este defeito da degeneracao/regeneracdo se agrave com o aumento da
mesma. Por sua vez, a propria DMD caracteriza-se por uma regeneragdo muscular
deficitaria devido ao nimero limitado e a diminuicao da capacidade das células satélite,
que assumem esta funcdo num musculo saudavel.

Como ja referido, o défice de distrofina leva & instabilidade das fibras da membrana
do musculo, tornando as células musculares menos resistentes ao estimulo mecénico e
mais susceptiveis ao influxo de electrélitos tal como o calcio e o sédio. Assim o
aumento do sodio intracelular vai originar a depleccdo do ATP por alteracdo da bomba
de Na*/ K*. A agua vai acompanhar as moléculas de sédio originando o edema celular.
A concentracdo do ido calcio extracelular vai exceder a concentracdo plasmatica,

originando um gradiente que leva a sobrecarga de Ca*. No musculo normal isto nao
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ocorre e a integridade das fibras musculares impede o influxo de electrdlitos, néo
existindo sobrecarga de Ca+ que é um factor desencadeante do stress oxidativo.°

No masculo com défice de distrofina temos aparecimento de stress oxidativo, com
producdo excessiva de espécies reactivas de oxigénio (ROS), levando a acumulacgéo de

metabolitos acidos e substancias inflamatorias.

Dystrophin Deficiency
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Figura 4 — Esquema do processo fibrotico iniciado pelo defice de distrofina

As espécies reativas de oxigénio (ROS) influenciam o funcionamento fisioldgico do
musculo-esquelético. Sdo moléculas reguladoras de varias vias de sinalizagdo,
assumindo um papel fundamental em processos celulares como € o caso da expressao de
genes e modificacdo de proteinas. A presenca de ROS, quando geradas em excesso,
assume especial importancia tendo em conta os seus efeitos nocivos, nomeadamente no
que diz respeito & fadiga muscular induzida pela disfuncdo mitocondrial provocada pelo
stress oxidativo. Da mesma maneira, as ROS estdo envolvidas no processo fisiologico
inerente ao envelhecimento e as alteracdes da molécula de DNA. Apesar disto, existem
dados mais recentes que identificam um papel facilitador essencial das ROS na
adaptacdo do musculo ao exercicio fisico e a outros factores de stress muscular, quando

em niveis optimizados, e ainda um papel funcional na imunidade inata e adaptativa.
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Assim, as ROS que sdo geradas pela contracdo muscular sdo essenciais para a
funcionalidade da célula muscular. No que se refere ao exercicio fisico moderado, o
aumento da produgdo de ROS é uma resposta fisioldgica fundamental. Ja no que se
refere ao exercicio fisico intenso/excessivo este aumento leva a lesdo muscular. Através
dos estudos referentes as doencas crénicas e musculares, como € o caso da DMD, sabe-
se também que estas moléculas contribuem para necrose e inflamacdo das fibras
musculares, dando origem a disfuncdo muscular, existindo varios estudos actuais sobre
a relacdo ROS e DMD, que ao estimularem a producdo de citocinas pro-inflamatorias
aumentadas nas células musculares distroficas, conduzem posteriormente a necrose das
fibras musculares. Mais estudos sdo necessarios para identificar mais claramente o papel
das ROS e do stress oxidativo no funcionamento fisiologico e fisiopatolégico no

musculo sio e nas disfuncdes neuromusculares.?

- Tratamento

Actualmente o tratamento destes doentes passa pela administracdo de corticosterdides,
sendo os mais estudados e utilizados a prednisona, a prednisolona e o deflazacort. Sabe-
se que sdo os unicos farmacos que conseguem modificar a histéria natural da doenca,
sendo capazes de atrasar a progressdo da mesma, e de manter a forca e funcdo dos
musculos esqueléticos a curto prazo (12 meses), prolongando o tempo de deambulacgéo
e melhorando a qualidade de vida destes doentes. Os estudos mostram um papel
importante também na preservacdo da fungdo respiratoria e na prevencdo da escoliose e
da cardiomiopatia nos doentes com DMD, quando ha tolerdncia ao farmaco para
terapéutica a longo prazo. Os mecanismos de acc¢do ainda ndo sdo totalmente
conhecidos, apesar de existirem varias hipoteses formuladas. A evidéncia indica que a
dose de 0,75 mg/ kg/dia de prednisona ou de prednisolona ¢ uma dose segura e 0
deflazacort tem uma eficicia semelhante com uma dose diaria de 0,9 mg/kg/dia.

Contudo, estes farmacos apresentam efeitos adversos que a longo prazo prejudicam a
situacdo clinica do doente, nomeadamente, 0 aumento de peso, sindrome de cushing,
alteracbes comportamentais, fraturas vertebrais, supressdo do crescimento 6sseo linear e
ainda cataratas e imunosupressdo. Estes efeitos implicam um controlo e monitorizacéo
regulares na utilizagdo dos mesmos, com o intuito de optimizar a sua utilizacdo nestes

doentes. Na maioria dos casos o0s beneficios prevalecem sobre os efeitos adversos.
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A decisdo de qual dos corticoesteroides disponiveis deve ser utilizado , quando iniciar
o0 tratamento e qual a melhor maneira de monitorizar os efeitos adversos deve ser
tomada, tendo em conta as especificidades de cada crianca, nomeadamente o estado
funcional, a sua idade e os factores de risco pre-existentes para o aparecimento dos
efeitos colaterais. Os estudos indicam que estes farmacos devem ser administrados
precocemente, a partir dos 4/6 anos de idade, apesar de serem necessarios mais estudos
para se optimizar a dose ideal de equilibrio entre os beneficios e os efeitos nefastos dos
mesmos no quadro clinico destes doentes. Ndo é recomendada a administracdo nas
criancas com idade inferior a 2 anos e que estejam ainda no desenvolvimento das
capacidades motoras.

A prednisolona é frequentemente utilizada na Europa em vez de prednisona, e sabe-se
gue tem mecanismos de ac¢do idénticos ao Deflazacort. A primeira tem a vantagem de
ser mais econdémica e de ter grande disponibilidade no mercado. Ja o Deflazacort apesar
de apresentar menor risco de aumento de peso para alguns doentes, € mais caro e tem
menor disponibilidade no mercado.

Alguns especialistas mantém a terapéutica com corticoesterdides mesmo apos a perda
de deambulacdo, com o intuito de manter a for¢ca dos membros superiores e retardar a
progressdo da escoliose e o declinio da funcdo cardiaca e respiratoria. Neste caso,
necessitam de monitorizacdo adicional do ponto de vista cardiovascular, particularmente
no que diz respeito a hipertensdo, podendo exigir o ajuste das doses utilizadas.

Algum tempo apds o inicio da corticoterapia, variavel de doente para doente, 0s
doentes acabam por invariavelmente perder forca e funcdo muscular, embora esteja
provado que é uma perda menor do que a que ocorre nos doentes que nao sao
submetidos a corticoterapia.’* E entdo um tratamento eficaz no que diz respeito ao
prolongamento da funcdo, mas nao na recuperacéo total da funcdo perdida. Em suma, as
principais vantagens da corticoterapia nos doentes com DMD sdo: prolongamento do
tempo e capacidade de andar, reducdo da necessidade de intervengdo cirurgica na
coluna vertebral, reducdo da disfuncdo cardiopulmonar, atraso da necessidade de
ventilagdo e aumento da sobrevida e qualidade de vida. Os parametros clinicos mais
utilizados na avaliagcdo da corticoterapia na DMD s&o: o prolongamento da capacidade
de ficar de pé e levantar-se do ch&o, subir escadas e andar. O aumento da forgca muscular
ou funcdo ndo sdo incluidos. Os corticoesterdides sdo o Unico tratamento efetivo nos

doentes com DMD atualmente. A inclusdo de doentes sob corticoterapia em estudos
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sobre DMD pode assim ser probleméatica por mascarar a evolugio natural da doenca'®.
O contrario, dada a evidéncia crescente, levanta problemas éticos.

A introducdo dos corticoesterdides na terapéutica das distrofias musculares, em
especial na DMD, no final da década de 60, permitiu 0 aumento da esperanca média de
vida dos doentes para a 3%década de vida e veio revolucionar a abordagem a esta
patologia , sendo actualmente a terapéutica utilizada mais eficaz.

A reabilitacdo motora, através da fisioterapia também assume um papel importante na
qualidade de vida destes doentes atualmente, trabalhando a capacidade de andar e
priveligiando o alongamento passivo e activo dos membros superiores e inferiores. Em
conjugacao com esta, € aconselhada a préatica de natacdo na manutencdo da capacidade
cardio-respiratoria, no abrandamento da diminuicdo de forca e melhoria do estado geral.
O objectivo € promover exercicios aerdbios, de baixa resisténcia, e de longa duracao
que possam prolongar ou manter a funcdo do musculo distréfico, tendo sempre em
consideracdo as especificidades de cada doente.

O tratamento das complicagBes ortopedicas, através da cirurgia, por exemplo no
tratamento de deformidades das articulacBes e no alinhamento da coluna vertebral ap6s
0 inicio da fase de declinio da doenca, permitem aumentar a sobrevida e a qualidade de
vida. %

Mais recentemente, o tratamento da insuficiéncia ventilatéria noturna com o uso de
ventilacdo assistida em combinacdo com melhores cuidados cardiacos sdo responsaveis
pelo aumento da esperanca média de vidal4. Tudo isto leva a necessidade de um
tratamento multidisciplinar desta patologia, alargando a sua abordagem neuroldgica a
fisiatria e a cardiologia, com um tratamento integrador e abrangente.

Todos estes tratamentos, no entanto, ndo tém caracteristicas curativas, mas visam
melhorar a qualidade de vida e aumentar a sobrevida. Esta patologia encontra ainda
algumas lacunas por existirem dificuldades na criacdo de ferramentas de avaliagédo
funcional que sejam clinicamente abrangentes. Nos ensaios clinicos realizados, 0s
doentes mais jovens tém mais fibras musculares e melhor funcionalidade das mesmas,
em comparacdo com doentes mais velhos, sendo assim melhores candidatos para os

estudos sobre as terapéuticas atuais da DMD.
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Novos alvos terapéuticos — o territorio vascular

A isquémia funcional, preponderante no fendtipo da DMD, e o actual conhecimento do
papel da distrofina permitem-nos acreditar que as terapias vasculares poderéo ser fortes
candidatas no futuro do tratamento da DMD, com o intuito de melhorar a capacidade de
relaxamento vascular/vasodilatacdo e de aumentar a rede vascular, através do aumento
da angiogénese — abordagem pré-angiogénica.

Como ja anteriormente referido, na distrofia muscular hd uma alteracdo do papel
estrutural e de sinalizacdo da distrofina, surgindo assim neste contexto a chamada teoria
“two-hit” para a lesdo do midcito e abordagem proposta para a sua atenuagdo através da
terapia vascular, dando énfase a necessidade de abordagens terapéuticas dirigidas aos

territdrios vasculares na DMD (Fig. 5).
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Figura 5 — Teoria “Two-hit”

A combinacdo dos efeitos da isquémia funcional dos musculos com défice de
distrofina, devido & diminuicdo dos efeitos protetores do Oxido Nitrico com a maior
susceptibilidade das células musculares ao stress metabodlico, é essencial para a
compreensdo da lesdo das miofibras.

O NO é entdo uma molécula de sinalizagdo, que se difunde entre as células

musculares lisas subjacentes aos vasos sanguineos levando ao seu relaxamento,
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facilitando a passagem do fluxo de sangue e desempenha igualmente um papel essencial
na recuperacdo do musculo apos fadiga. A sua fungdo protetora passa também pela
prevencdo da isquémia face ao aumento da vasoconstricdo induzida pela contracdo
muscular. Porém, quando estudamos os ratos nNOS Knockout verifica-se que 0s
mesmos ndo desenvolvem distrofia muscular, o que nos permite concluir que a
degeneragdo muscular ndo pode ser explicada unicamente pela defeciéncia da nNOS
mas por um conjunto mais alargado de mecanismos, o que da mais forca a teoria do
“two-hit”.1®

Embora ndo sejam Unicos, estes dois factores assumem um papel preponderante, sendo
evidente que as alteracdes da fungdo vascular sdo catalisadoras da patogenese desta
doenca.> Os autores da Two-Hit theory inferem que, actuar no combate a isquémica
funcional, através da aposta num tratamento tendo como alvo o territério vascular, pode
reduzir o efeito da combinacdo dos dois pressupostos anteriores, diminuindo assim a
lesdo da miofibra. Diminuindo a isquémia, pode-se diminuir a lesdo dos midcitos,
aumentar a perfusdo tecidual e diminuir o risco cardiaco, através da prevencdo do
remodeling cardiaco e muscular. De facto, os resultados da intervencdo com beta-
bloqueantes e inibidores da enzima de conversdo da angiotensina, com aumento da
esperanca média de vida, melhoria da insuficiéncia ventricular esquerda e inducéo de
vasodilatacdo nos territérios vasculares periféricos podem deste modo ser consideradas
terapéuticas dirigidas aos territorios vasculares (Ennen,2013).°

Outras novas abordagens terapéuticas, ainda em fase experimental e em ensaios nos
modelos de ratos mdx, um modelo animal de Distrofia Muscular de Duchenne,
intervindo diretamente na densidade capilar dos territorios vasculares pela inducdo de
angiogénese através de administracdo direta do factor de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) ou por downregulation do receptor tipo 1 (VEGFR-1 or Flt-1), tém
mostrado a capacidade ndo s6 de aumento da angiogénese mas também na regeneragao
de midcito e na reducéo de fibrose.®

Na verdade, os dados obtidos nos estudos em ratos mdx, realizados com o intuito de
estudar a melhoria da capacidade de relaxamento e aumento da densidade capilar para
melhorar a perfusdo tecidual, mostraram resultados promissores na melhoria dos
fenotipos de DMD. Por outro lado, estas abordagens pré-angiogénicas parecem também
ser pro-miogeénicas, induzindo a capacidade de regeneragdo muscular, pelo
recrutamento de células satélite, as células estaminais percursoras das ceélulas

musculares.
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Assim, atualmente com a informagéo existente e os estudos efectuados, estamos em
condicGes de concluir que estes dois factores, nomeadamente a isquémia funcional dos
masculos e a maior susceptibilidade das células musculares ao stress metab6lico sdo

essenciais na mediacdo do aumento da morte celular observada na DMD.

Outro aspecto a esclarecer e a discutir é se as alteracfes vasculares observadas na
DMD s&o um efeito primario ou secundario da doenga, pois sabe-se que as alteraces
vasculares sdo também uma resposta fisiologica ao envelhecimento, que esta associado
a diminuicdo da resposta a angiogenese, e no caso concreto da DMD séo também uma

resposta a progressao da doenga.
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Objetivo

Efetuei uma revisdo bibliografica que tem como principal objectivo discutir as novas
terapéuticas para a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), tendo por base o actual
conhecimento sobre esta patologia e a definicdo dos alvos terapéuticos onde se pode, ou
podera atuar, mais concretamente, no estudo da influéncia do territério vascular no
fenotipo apresentado e dos mecanismos vasculares associados a isquemia funcional do
musculo distréfico e consequente agravamento da situagdo clinica, para assim
identificarem-se 0s possiveis alvos terapéuticos dado que ainda ndo existe henhuma
terapia com intuito curativo e o tratamento atual restringe-se essencialmente ao uso de
corticoides, beta-bloqueantes, IECAs, ventilagdo ndo-invasiva e fisioterapia, bem como

ao tratamento das suas complicagoes.
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Metodologia

A pesquisa inicial realizada na elaboracao deste trabalho de reviséo incluiu artigos de
revisdo publicados, entre 1990 e 2016, escritos em portugués e inglés, tendo sido
realizada a pesquisa na base de dados PUBMED através da utilizagdo das palavras-
chave “Duchenne Muscular Dystrophy”, “Duchenne Muscular Dystrophy therapy” ,
“New treatments in Duchenne Muscular Dystrophy” ¢ ainda “VEGF and Duchenne
Muscular Dystrophy”.

Os artigos foram em primeiro lugar selecionados de acordo com o titulo e abstract,
posteriormente lidos integralmente e foram submetidos a uma selecdo final de acordo
com a sua relevancia e relacdo com a tematica a abordar neste trabalho, como proposto
inicialmente tendo em conta 0s objectivos enunciados, no que diz respeito as

abordagens vasculares no tratamento da DMD.

29



30



Resultados

Depois de devidamente selecionados, dos 120 artigos escolhidos foram incluidos como
referéncias bibliograficas de suporte a este Trabalho final de Mestrado cerca de 26

artigos, cujas referéncias se encontram no final deste trabalho.

Numero de artigos utilizados

10

o 2 MW sy~ 0 WD

1990 2004 2007 2009 2010 2012 2013 2014 2015 2016

Figura 6 — NUmero de artigos utilizados por ano de publicacdo
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Discussao

1- A vasodilatagdo como resposta fisiologica

Como ja foi referido, a distrofina localiza a Oxido nitrico sintetase (NOs) no
sarcolema, esta Gltima responsavel pela producdo de Oxido nitrico (NO), para facilitar a
vasodilatacdo do musculo em resposta ao aumento das necessidades metabdlicas,
evitando estadios de hipdxia nos tecidos. Assim a auséncia de distrofina, diminui a
sinalizacdo de NO sintetase no sarcolema, com a consequente vasoconstricdo e fluxo
sanguineo anormal durante a contragdo muscular esquelética.

Na tentativa de intervir neste processo de vasodilatacdo alterado como alvo
terapéutico e conhecendo as fungdes das enzimas Fosfodiasterase-5 e da Enzima
conversora da angiotensina (ECA), a utilizacdo de farmacos que actuam na actividade
destas enzimas poderd alterar a histéria natural da DMD, nomeadamente com 0s
inibidores da ECA (IECAS) e os Inibidores da PDE5, aumentando consequentemente a

perfusdo e diminuindo a isquemia funcional.

1.1 - Enzima Conversora da Angiotensina (ECA)

A Enzima conversora da Angiotensina (ECA) faz parte do chamado Sistema-renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), que tem um papel importante na regulacdo da
resisténcia vascular periférica e do volume total de sangue do nosso organismo. Esta
enzima assume como funcdo principal converter a angiotensina | em angiotensina I,
estimulando, desta forma, a normal contraccdo do musculo liso vascular, aumentando a
resisténcia vascular periférica e a presséo arterial.

Ao impedirmos a produgdo de Angiotensina Il, pela sua inibicdo através dos
inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECAs), como é o caso do lisinopril,
enalapril, ramipril, e captopril, melhoramos a capacidade de vasodilatagdo periférica
com a diminui¢do da pressdo arterial. De uma forma genérica, com a utilizacdo dos
IECAs nos doentes com DMD podemos, assim, diminuir a isquemia funcional e a
mionecrose consequente, caracteristica desta patologia. Sendo estes farmacos
vulgarmente usados no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva e da hipertenséo

arterial, que afecta ja muitos doentes com DMD em fases mais avancadas, apresentam

33



disponibilidade clinica que, aliada aos seus efeitos benéficos demonstrados na DMD,
torna-os Gptimos candidatos ao tratamento da mesma.’

Os estudos nos ratos mdx permitem-nos inferir que a utilizagéo precoce de IECASs no
doentes com DMD com uma funcdo cardiaca normal, ou seja, com uma fraccdo de
ejeccdo ventricular esquerda normal, permite atrasar o inicio e a progressdao da
disfuncdo ventricular esquerda e diminuir a mortalidade significativamente,
comparando com o0 inicio mais tardio deste tratamento, quando j& temos uma
cardiomiopatia estabelecida. Esta administracdo precoce permite diminuir a pds-carga
cardiaca, aumentar a contractilidade do miocardio e melhorar o funcionamento
hemodindmico do mdsculo cardiaco. S8o necessarios ainda mais estudos sobre os
beneficios destes farmacos nos doentes com cardiomiopatia ja estabelecida, que sdo
ainda pouco esclarecedores. Contudo, estes sdo os farmacos de 1° linha no tratamento

da cardiomiopatia na DMD.

Actualmente estdo em estudo o uso de possiveis combinacBes de IECAs com
bloqueadores — B, esperando-Se que com esta associacdo possamos obter resultados
ainda mais promissores. Esta combinacdo nos doentes sem cardiomiopatia estabelecida
vai permitir ao musculo cardiaco contrair mais devagar e com menos forca, diminuindo
o risco de lesdo do musculo cardiaco, de arritmias e disfuncdes da automaticidade. Nos
doentes com miocardiopatia ja estabelecida, os estudos ndo demonstraram grande
diferenca na administracdo isolada ou associada com beta-bloqueadores, dai serem
necessarios mais estudos para avaliar a necessidade ou ndo do beta-bloqueador nestes
casos especificos.

Apesar de, com esta associacdo, termos um efeito positivo na sobrevivéncia a longo
prazo, os estudos realizados até agora nao mostraram diferencas significativas nos
doentes tratados com IECAs isoladamente ou a combinagdo destes com um

bloqueadores — B a curto prazo e séo por isso ainda alvo de controversia®®.

Os ARAs II, antagonistas dos receptores da angiotensina Il, sdo outra estratégia de
actuar ao nivel do SRAA. Os estudos da sua utilizagdo nos ratos mdx ndo mostraram
melhorias no musculo esquelético, mas no musculo cardiaco, pelo contrario, mostraram
melhorar a funcdo cardiaca, apesar de ndo serem ainda muito esclarecidos estes

mecanismos, pensa-se ser por diminuicdo significativa da pds-carga no coragéo, o que
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diminui a a sobrecarcaga mecanica e a fibrose dos cardiomidcitos, diminuindo a longo

prazo a mortalidade.

1.2.- Fosfodiasterase-5 (PDEbS)

Quanto a fosfodiasterase-5 (PDES5), sabe-se que € uma enzima da familia das
fosfodiasterases cGMP (guanina monofostato ciclase) especificas, que participa da via
de sinalizacdo NO — cGMP, via esta em que a NO-sintetase produz o NO que activa a
Guanil Ciclase (sGC) que finalmente sintetiza a cGMP. A cGMP activa, por sua vez, a
proteina quinase G, induzindo a vasodilatacio. E aqui que entra a PDE5 sendo a
responsavel pela degradacdo cGMP, promovendo a vasoconstricdo, regulando-se deste
modo os ciclos de vasoconstri¢do/vasodilatacdo necessarios ao normal funcionamento
do territorio vascular.

Da fisiopatologia da DMD, sabe-se que as membranas com défice de distrofina
apresentam auséncia de nNOS (oxido nitrico sintetase neuronal), havendo interrup¢do
da via de sinalizacdo NO- cGMP, originando a isquémia funcional.

Neste contexto aparecem os inibidores da PDES, mais concretamente os inibidores
cGMP-especificos da PDE5, actualmente utilizados no tratamento da disfuncéo eréctil
devido a sua capacidade de induzir relaxamento da musculatura vascular lisa. Assim,
com administracdo dos inibidores da PDES5, sendo o sildenafil e o tadalafil os mais
utilizados, verifica-se um aumento dos niveis intracelulares de cGMP, prolongando-se,
deste modo, a vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo nos tecidos, nomeadamente
no musculo. Assim, esta abordagem poderd ser um veiculo de tratamento da DMD
dirigido ao territorio vascular, com o potencial de minimizar a isquemia funcional.®

Estudos mostraram aumento da actividade da PDE-5 no musculo-esquelético dos ratos
mdx, com diminuic¢do da producdo do cGMP, em compara¢cdo com um grupo controlo
(Fig 7).%°

Apesar de ndo serem tdo esclarecedores, os estudos revelaram também que os
inibidores da PDE-5 inibem o avanco do remodeling cardiaco cardiaco nos estados
iniciais da DMD. O sildenafil apresentou efeitos funcionais muito positivos, no combate
ao dano do musculo cardiaco pelo aumento da carga de trabalho e pela manutencéo de
uma frequencia cardiaca elevada. O tratamento através da inibicdo da PDE5 em doses

padrdo permite aliviar a isquémia induzida pelo exercicio em doentes com DMD,
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dependente da dose, e normalizar o aumento do fluxo sanguineo no musculo esquelético
induzido pelo exercicio. 1°

Actualmente estdo em curso mais ensaios clinicos para avaliar a utilizacdo destes
inibidores nos doentes com DMD, mas tendo por base os estudos pré-clinicos e a
disponibilidade clinica destes farmacos, por serem utilizados na disfuncdo eréctil e
hipertensdo pulmonar, parecem ser uma boa abordagem no tratamento da DMD
acautelando a indugéo de arritmia e o0 agravamento da cardiomiopatia, considerando as

recomendacdes da American Heart Association.!

Dystrophic mdx mice
nNOS deficient mice
Muscular dystrophy patients
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|

Figura 7 — O tratamento da DMD e os inibidores da PDE5

Oxygen restoration

Outros estudos, sem muita evidéncia no musculo-esquelético humano, abordam os
efeitos benéficos do Acido acetilsalicilico (Aspirina) nas propriedades angiogénicas das
celulas endoteliais nos ratos mdx. Este farmaco estimula uma maior libertacdo de NO
das células endoteliais vasculares, aumentando o efeito protetor nas células endoteliais.
Deste modo a utilizacdo da aspirina podera mostrar-se benéfica nesta patologia,
aumentando a producgdo de NO (estimulando, assim, a vasodilatagcdo) e aumentando
também a longo prazo a densidade capilar e a permeabilidade da fibra muscular, com

melhoria da resisténcia ao exercicio fisico.
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2- O papel do VEGF no aumento da densidade da rede vascular

Outra forma de aumentar a perfusédo tecidual, em particular do musculo esquelético e
cardiaco que se encontra diminuida num doente com DMD, é aumentar a densidade da
rede vascular que nutre os 6rgdos, neste caso o musculo, estimulando o processo de
angiogeénese. Neste contexto, o factor de crescimento endotelial vascular, 0 VEGF,
assume um papel preponderante por ser um importante promotor da angiogénese, quer
durante o processo de embriogénese, quer durante o periodo pos-natal.

A molécula de VEGF dominante na sinalizacdo da angiogénese ¢ o VEGF-A que
actua pela ligacdo aos receptores VEGF, nomeadamente o receptor VEGF-1 (VEGFR-1
ou Flt-1) e o receptor VEGF-2 (VEGFR-2 ou Flk-1). Os estudos da expressao do gene
do VEGF nos musculos dos pacientes com DMD mostraram que os niveis de VEGF séo
mais baixos em comparac¢do com o grupo controlo.??

Esta informacdo fez surgir a hipdtese de se administrar VEGF directamente nestes
doentes, de forma a aumentar a densidade capilar e a partir dai poder actuar no combate

a isquemia funcional no masculo distréfico.

Physiological
Vasculature Muscle conditions
« Normal capillary * No area of necrosis
denaity * No area of intensive « Normal muscle function
wild-type + Normal angiogenesis fibrosis T
« Normal flow-induced * Normal regenerative
dilation in arteries capacity

- Decreased capillary * Increased area of

density necrosis * Muscle weakness
mdx mice | - Impaired angiogenesis \ncreased area of * Increased or decreased

fibrosis
* Decreased flow-induced N

creased

dilation in arteries S MICTaRsac
* Increased capillary * Decreased area of
mdx mice density necrosis « Improved muscle
with - Improved angiogenesis  * Decreased area of strength
enhanced | capacity o  Increased tissue
angiogenesis | * Decreased flow-induced * Enhanced capability of perfusion
dilation in arteries regeneration

BE=
|

Tabela 1- Relacdo entre o masculo, os capilares e a condicéo fisica
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Tendo em conta esta hipotese, foram realizados varios estudos em modelos animais,
ao comparar ratos mdx (com DMD), com ratos do tipo selvagem (grupo controlo), e
ratos mdx aos quais foi administrado VEGF, com o objectivo de analisar relagdo entre o
musculo, a capilaridade e as condi¢es fisicas. Os resultados foram muito promissores
e reveladores do importante papel do VEGF na estimulacdo da angiogénese, em
resposta a isquemia. No grupo controlo, registou-se uma densidade capilar normal, sem
alteracbes musculares ou das condigdes fisicas. J& 0s ratos mdx mostraram alteracdo da
vasculatura, com diminuicdo da densidade vascular, e alteragdes no processo de
angiogénese e na dilatacdo dos vasos como resposta fisiologica, reflectindo-se estas
alteragBes no aumento das areas de necrose e fibrose, com diminuigdo da forga muscular
e alteracdo da perfusdo deste tecido, caracteristicas tipicamente estabelecidas nos
doentes com DMD. O grupo de ratos mdx ao qual se administrou VEGF apresentaram,
ao nivel do territorio capilar, um aumento da densidade e melhoria da capacidade
angiogénica, com uma clara melhoria na capacidade de regeneracéo das fibras lesadas e
diminuigéo das zonas de necrose e fibrose muscular, aumentando, deste modo, a forga
muscular e as condi¢bes de perfusdo tecidual, alterando a deficitaria condicéo fisica
caracteristica da distrofia muscular. A tabela 1 resume a relacdo demonstrada por
Shimizu e colaboradores em 2014 22, Actualmente, é conhecido o papel protetor do
VEGF em relacdo aos neur6nios motores da morte excitotoxica, estando em estudo
também a sua possivel utilizacéo terapéutica da Esclerose Lateral Amiotréfica.*

Na verdade, o VEGF ¢é o mais potente mitogeno especifico das células endoteliais,
recrutando-as para os focos hipoxicos ou isquémicos, estimula a sua proliferacdo e cuja
ativacdo depende de sinalizagdo de transcricio pelo HIF-lalfa.l’ O HIF-lalfa sinaliza
simultaneamente a transcricdo de multiplos genes implicados na angiogénese, glicolise,
eritropoiese e biosintes de catecolaminas e existe evidéncia acumulada que sugere gque
esta atuagdo é mediada por mecanismos independentes de oxygen sensing, tal como a
reducéo da presséo parcial de O, a acidose, o calor, e o stress oxidativo na sequéncia de
um exercicio de alta intensidade.

Posto isto, prevé-se alcangar resultados idénticos nos doentes com DMD, mas é
necessaria uma maior informacao e estudo sobre a ac¢do do VEGF no musculo humano
com défice de distrofina. Contudo, a administracdo futura do VEGF em doentes com
DMD tem de ter em conta os seus efeitos deletérios, nomeadamente a formagéo de

hemangiomas pelo crescimento anormal/excessivo dos vasos sanguineos.
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Os ratos mdx também mostraram especificamente diminuicdo da vascularizacdo ao
nivel do tecido cardiaco em comparagdo com ratos selvagens. As abordagens pro-
angiogenicas mostraram um efeito positivo da angiogénese no musculo cardiaco, com o
aumento do numero de capilares e consequentemente melhoria da funcdo do miocéardio
dilatado.?

Para aumentar a eficiéncia vs eficicia desta possivel terapéutica, um outro estudo
mostrou que a combinacdo da administracdo de VEGF, promotor da angiogénese, com
o factor de crescimento insulina-like 1 (IGF-1), promotor da regeneracdo muscular,
pode complementar o efeito positivo do VEFG, por inducdo da recuperacao funcional
na lesdo isquémica do musculo-esquelético de uma forma mais saliente do que com o
VEGF isolado.?? Estes dados vém reforcar a ideia da importancia destas estratégias
alternativas para se otimizar os ganhos no decurso natural na DMD, nomeadamente no

que se refere as terapéuticas angiogénicas.

2.1- Modulacdo dos Recetores do VEGF — Flt-1 e Flk-1

Outra abordagem pro-angiogénica que possivelmente podera aumentar a densidade da
rede vascular passa pela modulagdo dos receptores do VEGF, o Flt-1 e o Flk-1, também
com o objectivo de intervir na isquémia funcional provocada pela DMD.

Sabe-se que o Flt-1 tem alta afinidade de ligacdo para o0 VEGF-A, que comparando
com o FIk-1, apresenta o dominio tirosina-cinase mais fraco, impedindo com a sua
actividade o acesso do Flk-1 ao VEGF-A . Funciona, assim, como um regulador
negativo da angiogénese, sendo que a diminuicdo dos niveis de Flt-1 provoca o aumento
da concentracdo de VEGF-A livre disponivel para ligar ao Flk-1 e induzir a resposta
pré-angiogénica. O Flt-1 pelas suas caracteristicas € um novo alvo a incidir na terapia
pré-angiogénica na DMD. Inversamente, o principal efeito pr6-angiogénico é gerado
através do Flk-1.

Os estudos realizados com manipulagdo destes receptores em ratos mdx, mostraram
um aumento da densidade capilar e o consequente aumento da perfusdo do tecido
muscular, com melhoria franca da funcdo contractil do musculo esquelético.

Estes mecanismos permitem-nos assim inferir que é possivel estimular a angiogénese,
através da modulacdo dos seus receptores, tal como com a administracdo directa do
VEGF, deixando em aberto outra via de abordagem pré-angiogénica para responder a

diminuig&o da perfuséo.
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2.2. - Miogénese

Estudos in vitro demonstraram que o VEGF estimula também o crescimento das
células precursoras miogénicas. Assim, a utilizacdo do VEGF como abordagem pro-
angiogenica parece também ter repercussdo na miogénese, induzindo a capacidade de
regeneracdo muscular, pelo recrutamento de células satélite, as células estaminais
percursoras das células musculares, comprovado em modelos de ratos mdx.

A relacdo entre os efeitos pro-angiogénicos destas abordagens com os efeitos pro-
miogénicos ainda necessita maior estudo, mas os dados actualmente obtidos permitem-
nos inferir que esta neovascularizacao induzida pelo VEGF no musculo com défice de
distrofina promove um maior recrutamento de macréfagos, e a consequente remocao
dos residuos celulares, e o aumento da libertacdo de factores secretados por células
mononucleares e miogénicas ativadas e do recrutamento de células mononucleares
derivadas da medula dssea, que por fim irdo libertar factores activadores do processo
miogénico.

Neste processo miogénico, assumem especial importancia as células satélite,
essenciais no crescimento muscular pds-natal e na regeneracdo das fibras musculares,
em interacgdo com os fibroblastos.

As células satélite proliferam em resposta ao exercicio fisico ou outro agente de
stress, como o trauma, de modo da facilitar o crescimento e o remodeling muscular.
Vaérios estudos realizados demonstram um aumento agudo de células satélite apés
exercicio fisico prolongado de resisténcia em jovens adultos e idosos. Assim, a
manutencdo da massa muscular depende da integridade da maquinaria regenerativa.
Esta maquinaria permite aliviar numa fase precoce os disturbios verificados nas doencas
neuromusculares, como na DMD, em que se verifica uma regeneragdo muscular
compensatdria nos estadios iniciais da doenca, na tentativa de contrariar a deterioracéo
das fibras musculares pelo défice de distrofina.® Com o agravamento da doenca, tal
como ocorre no envelhecimento fisiolégico mas a outra escala, o musculo vai perdendo
a sua capacidade de regeneracdo, pela diminuigdo, quer do numero de células satélite,
bem como pela perda da capacidade de diferenciagdo. Assumindo que a

neovascularizacdo induzida pelo VEGF induz, também, o processo miogénico,
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poderemos promover a maior e melhor regeneracdo das fibras, estimulando a
proliferacdo e a sobrevivéncia das células satélite.

Sabe-se também que o funcionamento destas células satélite, bem como do processo
de regeneracdo, sdo dependentes da influéncia dos proprios capilares, através das
células endoteliais e dos factores por elas libertados, que mostraram promover a
proliferacdo das células satélite e a sua sobrevivéncia. Estudos mostraram que, no
masculo adulto normal, as células satélite localizam-se proximo dos capilares, o0 que
permite uma maior e melhor interacdo com as células endoteliais.?? Desta forma,
podemos perceber a importancia da relacdo entre a angiogénese e a miogénese no
funcionamento normal do misculo nomeadamente no que diz respeito a relacdo entre 0s
capilares e as células satélite. Este quadro é reforcado no musculo dos atletas, que
apresenta maior numero de capilares e de células satélite por miofibras, pois ao serem
submetidos a uma maior carga de trabalho, véem a sua densidade capilar aumentar (em
resposta ao aumento das necessidades).

O VEGF torna-se, assim, num alvo terapéutico que requer maior investigagéo sendo
0 seu papel pré-angiogénico e pro-miogénico promissor no tratamento da DMD. Néo
obstante, sabe-se que a utilizacdo futura do VEGF como terapéutica necessitara de uma

monotorizacdo apertada devido as suas capacidades carcinogénicas.

2.3 - Receptor y estrogénio- relacionado (ERRy)

Outra abordagem, também com base no aumento da densidade vascular, apesar de
ainda pouco explorada, é atraves do conhecimento da funcionalidade do Receptor y
estrogénio- relacionado (ERRY). Este receptor é conhecido pela sua elevada expressao
no masculo-esquelético. E varios estudos enfatizam a sua capacidade de induzir factores
angiogenicos, como o VEGF, promovendo a angiogénese no musculo. Estes estudos
mostram que, no masculo-esquelético dos ratos mdx, o ERRy apresenta uma regulagdo
negativa. Ao promover-se a superexpressdo selectiva deste receptor no masculo-
esquelético desta estirpe de ratos, verificou-se a melhoria da rede capilar e,
consequentemente, do fluxo sanguineo, melhorando a tolerancia ao exercicio fisico.
Estes resultados necessitam ainda de ser transpostos para 0 musculo dos doentes com
DMD.
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3 - O exercicio fisico

Uma das abordagens terapéuticas muito faladas e estudadas na DMD ¢é o exercicio
fisico. O exercicio fisico tem sido proposto como terapia paliativa no doente com DMD,
ndo recuperando as funcionalidades do doente, mas permitindo manter a amplitude
articular, a flexibilidade, o alinhamento estrutural, evitando a irremediavel contractura
durante mais tempo. Por outro lado, o exercicio fisico moderado contribui para a
reducdo da perda de for¢a muscular, atrasando os tempos de perda de autonomia e € um
estimulo para a sintese de proteinas musculares e para o funcionamento mitocondrial.

Os dados atuais sublinhados numa extensa revisdo por Janek Hyzewicz et al, 2015,
revelam a importancia de uma atividade fisica moderada regular nos doentes com DMD
no sentido de evitar a atrofia pelo desuso e todas as complicagdes que possam surgir
como consequéncia do sedentarismo e falta de actividade. Sabe-se que também o
exercicio estd associado a atenuacdo do stress oxidativo, melhoria do fluxo de calcio,
estimulo mecanico do sarcolema, diminuicdo da isquémia muscular recorrente,
promocdo da angiogenese e diminuicdo da fibrose que estd presente nos masculos
distroficos.

Contudo, os beneficios tém que ser sempre balanceados com as consequéncias
nefastas para o musculo pelo seu excesso. Na historia natural da DMD, a medida que a
idade avanca, progride também a perda da massa muscular, aumentando as dificuldades
na realizacdo de tarefas da vida diaria, acabando por aparecer a dependéncia da cadeira
de rodas, seguindo-se a cardiomiopatia e/ou a insuficiéncia respiratéria e a morte
antecipada. De acordo com os dados atuais relativos ao musculo com défice de
distrofina, sabe-se também que o exercicio fisico excessivo poderd conduzir a lesédo
muscular num musculo que apresenta maior fragilidade das suas fibras. Assim
poderemos estar a exacerbar o ciclo de degeneracdo/regeneracdo nos musculos
distroficos e aumentar a deposi¢édo de tecido conjuntivo contribuindo para a evolugéo do
quadro clinico da DMD. A dor muscular, a elevacdo do enzima CK e a mioglobindria
no periodo de 24h apds o exercicio séo sinais de lesdo por excesso de exercicio,
indicando que o exercicio em causa ndo é indicado nestes doentes. Podemos assim
concluir que o exercicio de alta resisténcia e excéntrico esta de todo contraindicado por
aumentar o risco de lesdo muscular.

Ja o exercicio fisico de baixa intensidade parece ser benéfico, nomeadamente no que

diz respeito ao exercicio aerobio e ao exercicio dentro de agua, como acima referido.
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A manutencéo da funcionalidade muscular com o exercicio esta assim condicionada
pela fragilidade dos musculos com défice de distrofina, dai ser ainda controversa a
aposta no exercicio fisico nestes doentes.

Os estudos da influéncia do exercicio fisico no fenétipo dos ratos mdx mostram que,
quando sujeitos a exercicio fisico de baixa intensidade (como corrida voluntaria,
natacdo) pelo periodo de 4-8 semanas ha aumento da forca e resisténcia muscular e da
expressdo de proteinas mitocondriais e de contracdo muscular, com diminui¢do do
stress oxidativo. Ja os dados sobre exercicio de corrida revelam um agravamento da
condicdo cardiaca e estdo ainda por esclarecer os reais contributos da natagdo neste
campo. Quando observados os dados nestes mesmos modelos referente ao exercicio de
elevada intensidade (como corrida voluntéria, corrida em passadeira) durante 10
semanas observa-se uma aproximacdo ao fenotipo dos doentes com DMD, com
diminuicdo da forca muscular, aumento da necrose, fibrose e da deposicdo de tecido
adiposo. Por outro lado, os dados dos estudos em doentes com DMD mostram que, nos
estadios precoces (antes dos 12 anos), pode haver beneficio com o treino de bicicleta,
atrasando-se o comprometimento funcional destes doentes. Nos estadios mais
avancados (ap0s os 12 anos), os dados revelam que o treino dos masculos mastigadores
e respiratorios melhora a capacidade funcional destes doentes.® A comparagéo entre o
exercicio respiratorio com ou sem instrumentos de assisténcia mecénica e os beneficios
do exercicio, mais concretamente da natacdo e da corrida no tecido cardiaco destes
doentes tem ainda que ser esclarecidos. Contudo sdo necessarios mais estudos, pois
sabe-se que existem diferencas fisioldgicas entre os ratos mdx e os doentes com DMD,
nomeadamente nos primeiros em que had uma melhor e mais réapida recuperacdo da
perda muscular progressiva, uma menor acumulacao de tecido conjuntivo e adiposo, e
mantém a sua capacidade regenerativa até estadios mais avancados. Por sua vez, 0s
doentes com DMD tém precocemente uma adaptacdo limitada ao exercicio fisico
devido a uma patoldgica e acelerada reducdo da funcdo cardiorespiratoria, com
limitacdo na utilizacdo do O2 periférico, diminuicdo de forca muscular, muito
concretamente dos membros inferiores. A resposta vasoconstritora dos musculos ao
exercicio nestes doentes ndo é atenuada, devido ao blogueio dos mecanismos ja

anteriormente abordados.®
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A figura 8 resume os principais resultados da revisao efetuada por Janek Hyzewicz et
al, 2015 que visou a comparacao dos efeitos de diferentes protocolos de exercicio em
ratos mdx e doentes com DMD
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Figura 8 — Comparacdo dos dados dos estudos sobre efeitos do exercicio fisico sobre 0s

musculos com défice de distrofina nos ratos mdx e nos doentes com DMD.

O exercicio fisico adequado num adulto saudavel aumenta a libertagdo de IGF-1 e
diminuicdo da miostatina. Estas modificagdes das citoquinas tendem a promover efeitos
anti-fibréticos. Este conhecimento pode ser utilizado no combate a fibrose dos musculos
distroficos, sendo necessarios mais estudos.

Mais concretamente, no que toca as abordagens vasculares no tratamento da DMD,

pensa-se que o exercicio fisico possa tambem exercer um papel muito importante como
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terapéutica vascular nesta patologia. Os estudos revelam que o exercicio fisico regular,
num musculo saudavel promove adaptagdes fisiologicas, estando incluida nestas a
melhoria no processo angiogénico, para responder ao aumento das necessidades do
organismo, o que nos leva a colocar a hipdtese de que o exercicio fisico seja uma boa
abordagem vascular no tratamento da DMD, muito principalmente devido ao efeito
sisttmico produzido por exercicio multimuscular que contrasta com os efeitos
localizados em exercicio delineados para o aumento de forca muscular de apenas
pequenos e seletivos grupos de musculares.®

Os estudos musculares de atletas de alta competicdo revelaram a presenca de uma
extensa rede vascular, em relacdo aos individuos mais sedentérios, revelando que o
exercicio fisico regular promove 0s mecanismos angiogénicos. Por sua vez, outros
estudos revelaram no musculo esquelético de jovens adultos saudaveis pos exercicio um
aumento da expressdo do mRNA relacionado com a angiogénese. Estes mecanismos
angiogénicos sao estimulados pela hipdxia e pela tensdo de cisalhamento a que estdo
sujeitos os musculos durante o exercicio fisico e pela libertacdo de factores de
crescimento, como o VEGF. O exercicio acaba por ter um poderoso efeito na
angiogénese, nomeadamente ao nivel do musculo esquelético e cardiaco, no aumento da
rede vascular e consequente aporte de oxigénio aos 6rgaos de uma forma sistémica, que
neste caso em concreto, opde-se aos estudos de infiltragdo do VEGF nos ratos mdx, em
que temos um efeito mais local e ndo plurisegmentar como ocorre com exercicio fisico
multimuscular. Assim o exercicio fisico vai permitir um maior alcance a nivel de todos
0s grupos musculares, quando comparado com a infiltragdo com VEGF, permitindo
que, através de um método ndo tdo invasivo como é a infiltracdo, possamos intervir de
uma forma mais generalista e abrangente no decurso natural da DMD. Estudos mais
recentes em doentes com Esclerose Lateral Amiotréfica revelaram também que o
exercicio fisico aumenta a producdo de VEGF, sugerindo uma possivel utilizacdo do
exercicio como terapéutica futura nestes doentes.

Apesar de toda a informacdo disponivel sabemos que alguns clinicos recomendam o
exercicio fisico, mais em especifico no inicio da doenca, quando a forca é maior. Pelo
contrario ha outros que se focam na evicgdo do esforco fisico em excesso e por isso este
€ um assunto controverso na actualidade.®

A equipa multidisciplinar que acompanha estes doentes deve incluir um fisiatra,
através do qual deve ser instituido um plano de fisioterapia e de exercicio fisico. Esta

fisioterapia deve priveligiar o alongamento passivo e activo dos membros superiores e
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inferiores, prevenindo as contracturas. Mesmo apos o doente perder a sua capacidade de
andar, estes exercicios mostraram ser importantes na melhoria da dor e da rigidez
muscular, bem como na manutengdo de um controlo adequado da angiogénese. Assim
precisamos de actuar precocemente nas criangas com DMD e promover esta abordagem
terapéutica.

Tém sido realizados varios estudos com o objectivo de definir com melhor precisdo o
tipo, a frequéncia e a intensidade do exercicio fisico que podem ser optimizados nos
doentes com DMD. Os estudos atuais e recomendacdes tem por base os resultados
obtidos em animais com fenotipos de distrofia muscular, tendo em conta o
conhecimento da fisiopatologia desta doenca. Os estudos ndo sdo totalmente
esclarecedores e sdo necessarios mais dados para se poder definir a quantidade de
exercicio fisico adequada aos doentes com DMD, com a qual estes possam beneficiar, e
perceber como o exercicio fisico pode ou ndo influenciar a evolugdo da doenca. Os
estudos atuais ainda apresentam muitas lacunas no que diz respeito ao conhecimento
dos reais beneficios do exercicio no tratamento da DMD. Porém a imobilizacdo ndo é
aconselhada, a forca excessiva deve ser evitada, e nunca se pode esquecer que O
exercicio, para além da capacidade funcional existente, acarreta um aumento da
suceptibilidade ao dano nos masculos distroficos, o que reforga a necessidade de mais e
melhores estudos nesta area.

Nestas abordagens vasculares, fica ainda por esclarecer se 0 aumento da rede capilar
que é gerada terapéuticamente pela estimulacdo da angiogénese é, do ponto de vista
morfolégico e funcional, idéntica a rede capilar base e se a mesma €, a longo prazo,

benéfica para estes doentes.
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Conclusao

A distrofina insuficiente, a rede capilar vascular e a sua contracdo assumem um papel
fulcral na etiopatogénese da DMD, e a intervencdo ao nivel dos defeitos vasculares
caracteristicos desta doenca permite-nos atenuar a isquémia funcional do musculo e
intervir na histdria natural desta patologia.

Neste trabalho foi realizada uma avaliacdo sistematica das alteragbes especificas no
musculo distrofico e, através do conhecimento dos reais mecanismos, foram estudados
0s possiveis alvos terapéuticos ja identificados na literatura cientifica, numa abordagem
diferente da que se faz por norma em casos de DMD.

Procurando intervir na capacidade deficitaria de vasodilatacdo, em resposta fisioldgica
ao stress mecanico, o uso dos IECAs e os Inibidores da fosfodiasterase-5 permitem-nos
melhorar a capacidade sistémica de relaxamento dos vasos, tendo um papel importante
ndo s6 na prevencao e melhoria dos eventos cardiacos associados a DMD, bem como no
decurso natural da DMD, ja amplamente demonstrados na literatura cientifica. Tendo a
vantagem de, uma vez que sdo actualmente utilizados como primeira linha em
patologias como a Insuficiéncia cardiaca ou a disfuncdo eréctil, apresentarem perfis de
seguranca documentados, estando disponiveis clinicamente. Os estudos com os IECAS
mostraram maior beneficio com a sua administracdo precoce, antes de estabelecida
qualquer cardiomiopatia. Os inibidores da PDE5 carecem de mais ensaios em doentes
com DMD. Ja os ARAs Il mostraram ter beneficios no tratamento da cardiomiopatia
associada a DMD.

As terapias pré-angiogénicas, através da administracdo directa do VEGF,
isoladamente ou com associacdo do factor de crescimento insulina-like 1 (IGF-1), e da
modulacdo do receptor do VEGF, ou ainda através de um exercicio multimuscular de
intensidade moderada, apresentaram alteracdes benéficas na arquitectura vascular nos
ratos mdx, promovendo o aumento da fungdo e forca muscular e ainda da perfusao
tecidual, com a consequente melhoria da condicdo fisica e do fenotipo. Os dados
obtidos nos ratos mdx precisam ainda de mais estudos e de serem transpostos para
ensaios clinicos em doentes com DMD, para avaliacdo da sua aplicabilidade numa
futura terapéutica das distrofias.

Estas terapias, em estreita relacgdo com 0s processos miogénicos, através da

estimulagdo da regeneracdo do musculo pelas células satélite, poderdo ser fundamentais
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numa patologia que se caracteriza pelo esgotamento do ciclo normal de
degeneracdo/regeneracdo e do numero de células satélite funcionais. Os estudos
mostram que a administracdo do VEGF estimula, desta forma, o crescimento das celulas
precursoras miogénicas, tendo um grande contributo na regeneracao das fibras lesadas.

Contudo, apesar do racional existir para a sua aplicacdo em portadores de DMD, néo
séo terapias estabelecidas e carecem de mais e melhor investigagéo translacional.

Quanto ao exercicio fisico regular, apesar de controverso, muito principalmente, pela
dificuldade em estabelecer-se a melhor frequéncia, regularidade, intensidade e duragédo
do exercicio fisico, o seu papel como estimulador dos processos de angiogénese com
efeito sistémico, em resposta ao estimulo mecénico é também uma abordagem vascular
que também esté atualmente em estudo, com resultados preliminares que mostraram o
potencial beneficio do mesmo e mais valia na sua utiliza¢do no tratamento dos doentes
com DMD. N&o estando por isso longe, uma demonstracdo de evidéncia que refute a
posicdo atual de alguns clinicos que se opdem ao exercicio como tratamento na DMD e
muito em breve, estas terapias que tém como alvo a vasculatura poderéo,
individualmente ou em associacdo, ser utilizadas clinicamente, melhorando o
prognostico dos doentes com DMD.

Outra questdo que esta revisdo levanta e que serd fundamental para a futura
aplicacdo do VEGF (e demais associagdes) na DMD é saber se a vasculatura que é
gerada terapéuticamente pela estimulacdo da angiogénese é morfologica e
funcionalmente idéntica a vasculatura base, e qual o beneficio a médio e longo prazo
para os doentes com DMD. Sao também necessarios mais estudos no que diz respeito a
seguranca na manipulacdo destes mecanimos angiogénicos, nunca esquecendo as suas

capacidades carcinogénicas.
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