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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A miostatina, também
conhecida como fator de crescimento e diferenciagao-8
(GDE-8), regula o crescimento de musculos esqueléticos
durante o desenvolvimento embriondrio e na vida adulta.
Foi descoberta em pesquisas para identificar novos mem-
bros da superfamilia fator transformador do crescimento-f3
(TGEF-B) de fatores de diferenciagio e crescimento celular.
Os objetivos deste estudo consistiram em descrever o his-
térico e as caracteristicas da miostatina, resumo de estudos
sobre mecanismo de ac¢do em condigoes fisioldgicas e pato-
légicas, por meio de estudos em humanos e modelos expe-
rimentais em animais, bem como as perspectivas futuras de
utilizagdo terapéutica de antagonistas da miostatina.

CONTEUDO: Estudos sobre os efeitos da miostatina
mostraram correlaco negativa entre sua expressao e massa
muscular, sugerindo que possa estar envolvida na indu¢ao
de hipotrofia e inibicado do crescimento da musculatura
esquelética. O mecanismo de agio da miostatina também
foi avaliado, experimentalmente, em virias doengas como
insuficiéncia cardiaca, neoplasias, cirrose, distrofias muscu-
lares, uremia e denervagdo. Os resultados sugerem que a
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miostatina exerce agoes relevantes na redugio da muscu-
latura esquelética associada a estas condicoes. Também em
humanos, os estudos realizados com individuos sauddveis
e em pacientes com doengas cronicas reforcam este con-
ceito. Entre as perspectivas para o futuro, ainda em fase
de investigagao experimental, hd possibilidades terapéuticas
que permitam antagonizar a a¢do da miostatina e reverter
ou impedir a perda de massa muscular associada a doen-
cas cronicas. Entre elas incluem-se anticorpos monoclo-
nais anti-miostatina, propeptideo da miostatina resistente
a clivagem, forma soltvel do receptor activina tipo IIB e
folistatina.

CONCLUSAO: Estudos clinicos e experimentais permi-
tem vislumbrar a inibi¢do da miostatina como opgao tera-
péutica para distrofias musculares e doengas cronicas que
evoluem com perda de massa muscular.

Descritores: Distrofia muscular, Doencas cronicas, Mios-
tatina, Musculo esquelético, Trofismo muscular.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Mpyostatin, or
GDE-8 (growth and differentiation factor-8), regulates
muscle growth during development and adult life. Myo-
statin was originally identified in a screen for novel mem-
bers of the transforming growth factor-f (TGF-B) super-
family of growth and differentiation factors. In this short
review we describe myostatin characteristics, summary of
studies on myostatin during physiological and pathological
settings in human and experimental animal’s studies and
future directions on myostatin antagonism.

CONTENTS: Studies about the myostatin effects have
shown a negative correlation between myostatin expression
and muscle mass suggesting its involvement on muscle
growth inhibition and atrophy. Myostatin has also been
experimentally evaluated in several diseases such as heart
failure, cancer, cirrhosis, muscular dystrophy, uremia, and
denervation. The results suggest that myostatin can play an
important role on chronic disease-associated skeletal mus-
cle wasting. Although human studies are sparse, evaluation
performed in healthy individuals and chronically diseased
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patients reinforces this hypothesis. Considering future
perspectives, there is therapeutic potential to inhibit myo-
statin activity and treat or prevent muscle loss associated
with chronic diseases. This includes myostatin neutralizing
antibodies, protease resistant form of the myostatin pro-
peptide, soluble version of the activin RIIB receptor, and
follistatin.

CONCLUSION: Experimental studies validate myostatin
inhibition as a therapeutic approach to muscular dystrophy
and chronic disease-associated muscle wasting.

Keywords: Chronic diseases, Muscle trophism, Muscular
dystrophy, Myostatin, Skeletal muscle.

INTRODUCAO

Em doencas crénicas, a perda de massa muscular esque-
lética representa um achado de considerdvel importincia
clinica, porque se associam a debilidade, piora da qualidade
de vida e menor sobrevida'®. Os mecanismos responsdveis
pela perda da massa muscular em doengas cronicas ainda
nao estdo completamente esclarecidos. Diversos fatores pa-
recem estar envolvidos como reducio na atividade fisica e
neuromuscular, diminuigao do peso corporal com perda de
massa magyra, ativagao neuro-hormonal e aumento da con-
centracao sérica de citocinas inflamatérias®®.

Em meados da década de 1990, foi descoberta a miostati-
na, proteina também conhecida como fator de crescimento
e diferenciagiao-8 (GDF-8)°. A miostatina regula o cresci-
mento de musculos esqueléticos durante o desenvolvimento
embriondrio e na vida adulta. Estudos experimentais sobre
sua importincia fisiolégica mostraram correlacio negativa
entre expressao da miostatina e massa muscular'. Estudos
recentes sugerem que a miostatina possa estar envolvida na
reducio da musculatura esquelética, frequentemente obser-
vada em pacientes com doengas cronicas>'"'2.

Os objetivos deste estudo consistiram em apresentar o his-
térico e as caracteristicas bioquimicas da miostatina e de
seus antagonistas, resumo de estudos experimentais sobre
seus mecanismos de agio em condigoes fisioldgicas e pa-
toldgicas, bem como os resultados de estudos clinicos que
avaliaram as funcées da miostatina em seres humanos. Fi-
nalmente, sio abordadas as perspectivas terapéuticas futu-
ras com antagonistas da miostatina para impedir ou rever-
ter a perda patoldgica de massa muscular.

HISTORICO E CARACTERISTICAS DA MIOSTATINA

A miostatina foi descoberta, em 1997, em pesquisas para
identificar novos membros da superfamilia TGF-f de fa-
tores de diferenciacio e crescimento celular'®', Ela difere
das outras proteinas da superfamilia TGF-B por ser expres-
sa quase que exclusivamente na musculatura esquelética™.
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Estudos em ratos e camundongos mostraram que, embora
sua expressdo possa ser detectada em todos os musculos,
¢ preferencialmente encontrada naqueles com predominio
de fibras rdpidas em detrimento dos que apresentam pre-
dominio de fibras lentas'®'. Expressao génica da proteina
também foi observada no tecido adiposo’.

O gene da miostatina, constituido por trés éxons e dois in-
trons, localiza-se na regido cromossomal 2q33.2. O gene ¢é
transcrito como mRNA de 3,1 kb que codifica um precur-
sor de 375 aminodcidos'. A miostatina circula no sangue
associada a um propeptideo, em forma de complexo laten-
te. O complexo propeptidio-miostatina apés clivagens pro-
teoliticas e dissociacoes libera o componente ativo, a mios-
tatina'®'>'®. A sua atividade pode ser inibida por diferentes
proteinas como a folistatina, os genes relacionados a folis-
tatina (FLRG), os fatores de crescimento e diferenciacao
associados a proteina-I plasmdtica (GASP-I), e o préprio
propeptideo com o qual forma complexo circulante!®'>'¢.
Ha4 evidéncias de que a folistatina seja um dos principais
antagonistas da miostatina'’. A folistatina é expressa em vi-
rios tecidos e atua como antagonista de diferentes membros
da familia TGF-B'®. Quando sua expressio encontra-se au-
mentada, ocorre inibi¢io do processo de atrofia muscular
ativado pela miostatina®.

A miostatina estd envolvida, principalmente, na inibigio
do crescimento e da regeneragio de musculos esqueléticos.
Apesar da miostatina aparentemente nao ser essencial paraa
viabilidade ou fertilidade, seu gene codificante e sua funcio
tém sido preservados durante a evolugao: humanos, porcos,
perus, galinhas e ratos apresentam sequéncias protéicas de
miostatina idénticas no terminal carboxil biologicamente
ativo da molécula®. Além dos efeitos sobre a musculatura,
foi observado, em cultura de células-tronco mesenquimais,
que a miostatina pode também atuar como reguladora da
adipogénese”.

Durante os periodos de crescimento e/ou regeneracio
muscular, células precursoras miogénicas quiescentes,
entre as quais, as células miossatélites, sao ativadas. Es-
tas apresentam a fungdo de proliferagao e diferenciagao.
Seus nucleos podem diferenciar-se em novos mionacle-
os e incorporar-se a fibra pré-existente ou reparar lesoes
da fibra muscular®?>. O processo de ativagio, prolifera-
¢ao e diferenciagao das células miossatélites é regulado,
em parte, pelos fatores de regulagdo miogénica MyoD,
miogenina, myogenic factor 5 (Myf5) e myogenic regula-
tory factor 4 (MRF4)%. A deficiéncia na proliferacio e
diferenciagao das células miossatélites dificulta a regene-
racdo e promove atrofia muscular. Estudos sugerem que
a miostatina inibe a expressao dos fatores regulatérios
musculos-especificos, principalmente MyoD e miogeni-
2324 além de levar a deficiéncia na proliferagio e dife-
renciagao de células miossatélites com consequente atro-
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fia muscular?’. A reducio no crescimento celular causada
pela miostatina nao parece ser dependente de indugao de
apoptose na fibra muscular®.

A sinalizagao intracelular decorrente da estimulagao pela
miostatina ainda nao estd completamente elucidada. Es-
tudos sugerem que a miostatina interage com os recep-
tores de membrana activina tipo II B (ActRIIB) e, em
menor intensidade, com o receptor Act ITA'*"?, Em
cultura de mioblastos, a adigado de miostatina promove
bloqueio da miogénese pela regulagao negativa na expres-
sio do fator transcricional paired box 3 (pax3) e conse-
quente inibicio na expressio da MyoD?*. Além disso, a
miostatina promove aumento na degradacio de proteinas
musculares por meio de ativagdo do sistema proteolitico
da ubiquitina e de outros sistemas proteoliticos. A degra-
da¢io protéica é mediada, em parte, por hipofosforilacio
da forkhead box O1 (FoxO1), por inibic¢io da sinalizagao
pela via fosfoinositol-3-quinase (PI3K)/proteina quinase
serina/treonina (AKT), e por estimulacio da atrogina e
outros genes relacionados a atrofia muscular (Figura 1)*.
Finalmente, hd evidéncias de que a indugao da perda de
massa muscular ocorre independentemente da via do fa-

tor nuclear kappa B (NF-f)*.
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Figura 1 — Esquema ilustrativo mostrando as vias de sinalizagio
intracelular da miostatina

Act RII A/B = activina tipo II A/B; AKT = proteina quinase serina/treonina;
FoxO1 = forkhead box O1; Pax3 = paired box 3.
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ESTUDOS EXPERIMENTAIS

H4 cerca de 200 anos, sabe-se que existe uma linhagem
de gado Belgian Blue que apresenta musculatura exagera-
damente desenvolvida. Estudos realizados apés a desco-
berta da miostatina mostraram a presenga de mutacoes na
sequéncia de nucleotideos da miostatina, tornando-a res-
ponsavel pelo crescimento excessivo da massa muscular em
suas linhagens'*".

Os efeitos da miostatina sobre a composi¢ao corporal e as
bases moleculares de sua sinalizacio foram elucidados a
partir de estudos experimentais utilizando, principalmente,
camundongos transgénicos. Em camundongos, o aumento
da miostatina circulante ocasiona perda intensa de massa
muscular e tecido adiposo, de forma semelhante ao que se
observa nas sindromes de caquexia humana”?*%. Por outro
lado, em camundongos com delegao do gene da miostati-
na, observa-se aumento do ntmero (hiperplasia) e tama-
nho (hipertrofia) das fibras musculares’, sugerindo que a
miostatina regula o nimero de fibras durante o periodo
embriondrio e o crescimento muscular no periodo pés-na-
tal. Como animais heterozigotos para o gene também apre-
sentam alteragoes musculares, porém de forma branda, foi
sugerido que as agoes da miostatina sio dependentes de sua
concentragao'’. A delegao do gene da miostatina é acompa-
nhada, também, por menor acimulo de gordura. Este fato
pode ser decorrente de agao direta na adipogénese?' e/ou do
aumento da massa muscular, jd que efeitos similares sao ob-
servados em outros modelos genéticos de hipertrofia mus-
cular'. Finalmente, a inibigao farmacolégica da miostatina
por anticorpo monoclonal causa hipertrofia e aumento da
for¢a muscular em camundongos adultos ou idosos, sem al-
terar o tamanho ou a morfologia de 6rgaos como rins, figa-
do e coragio'. Hipertrofia muscular também foi observada
apds bloqueio da miostatina por forma soldvel do receptor
ActRIIB*, ou por mutagdes na forma do propeptideo da
miostatina, resistente aos indutores de clivagem?®.

Em situagoes ﬁsiolégicas, observou-se que o treinamento
fisico de ratos e camundongos promove redugao na expres-
sao génica da miostatina®?'. Por outro lado, em camun-
dongos, a miostatina ndo parece estar envolvida na atrofia
relacionada a idade™.

As agoes da miostatina também tém sido estudadas, experi-
mentalmente, em vdrias condi¢des patolégicas como insu-
ficiéncia cardfaca, neoplasias, cirrose, distrofias musculares,
uremia e denervagao'*¥*%7,

Os mecanismos responsdveis pelas anormalidades muscula-
res na insuficiéncia cardfaca ainda nio estio completamen-
te elucidados. Nesta condicio, ocorrem diversas alteracoes
da musculatura esquelética como a atrofia, fibrose, reducio
da fungao contrdtil e alteracoes na expressio dos fatores
de regulacio miogénica®®*“‘. Recentemente, foi observado
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aumento na expressao protéica da miostatina no musculo
gastrocnémico de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida
por infarto do miocdrdio®. Ratos com insuficiéncia cardia-
ca cronica apresentam atrofia do musculo s6leo na auséncia
de alteragoes da expressio génica e protéica da miostatina.
Entretanto, a expressao protéica da folistatina foi reduzi-
da*’. Como a folistatina ¢ antagonista da miostatina, sua
redugio pode ter colaborado para aumentar a atividade da
miostatina e induzir atrofia muscular®.

Intensa perda de massa muscular pode ser observada em
associagdo a neoplasias®. Em estudos experimentais com
indugio de tumor em ratos, foi verificado aumento sig-
nificativo na expressio génica e protéica da miostatina®.
Também na cirrose hepdtica, em ratos, atrofia muscular foi
acompanhada por aumento da expressao da miostatina e
comprometimento da fungio das células miossatélites®.
Da mesma forma, ratos com uremia®, denervacio®, ou sob
tratamento com glicocorticoide” apresentaram aumento
da expressao da miostatina.

As distrofias musculares também tém sido estudadas com
o objetivo de estabelecer a importincia da miostatina na
manutengio e perda de massa muscular. A distrofia mus-
cular de Duchenne é uma doenca degenerativa associada
ao cromossomo X e causada por mutagoes na distrofina'.
Em modelo experimental simulando distrofia de Duchen-
ne em camundongos, a inibi¢ao da miostatina resultou em
fenétipo com miofibrilas maiores e mais uniformes, menor
infiltrado de células mononucleares e reducio de fibrose e
da concentragao sérica de creatina quinase'>“*’. Apesar de
menor resisténcia 2 atividade aerébica®, houve melhora da
forca muscular avaliada tanto iz vive como in vitro'**°. Es-
ses resultados mostraram o potencial papel do bloqueio da
miostatina na perda da massa muscular em modelos experi-
mentais em camundongos da distrofia de Duchenne.

Em resumo, os estudos experimentais em animais reali-
zados em diversas condigbes patolégicas mostram que a
miostatina pode participar da redugao da musculatura es-
quelética associada a doengas cronicas. Além disso, sugerem
o potencial beneficio de inibidores da miostatina e/ou de
estimuladores de seus antagonistas para a prevengio e trata-
mento da atrofia muscular.

ESTUDOS CLINICOS

Até o momento, é reduzido o nimero de estudos que ava-
liaram o comportamento da miostatina em individuos sau-
ddveis e em pacientes com doengas cronicas. Em homens
higidos, a expressao génica da miostatina no musculo es-
quelético foi semelhante entre jovens e idosos*, enquanto
sua concentracio sérica foi menor em idosos®. Além disso,
a administragao de testosterona promoveu aumento transi-
tério da miostatina, que retornou aos niveis basais ap6s 20
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semanas de tratamento®. Estes resultados sugerem que a
miostatina pode atuar como um horménio contra-regula-
dor para refrear o crescimento muscular em resposta a esti-
mulos anabélicos®.

Em homens com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) e perda de peso, Gonzalez-Cadavid e col.' cons-
tataram aumento das concentragoes sérica e muscular de
miostatina e correlacio inversa entre concentracao de mios-
tatina e massa magra do corpo. Em estudo com 42 casos de
distrofia muscular de Duchenne, a concentracio sérica de
miostatina foi muito varidvel; 10 pacientes apresentaram
valores considerados normais e o restante, concentragio
discreta ou acentuadamente elevada®®. Assim, os autores
sugerem cautela ao avaliar os efeitos do bloqueio da mios-
tatina nas distrofias musculares porque ¢ possivel que este
possa ser efetivo apenas nos casos com aumento da concen-
tracio sérica de miostatina®’.

Para promover inibi¢ao da miostatina, em humanos, o tni-
co férmaco disponivel é o anticorpo anti-miostatina, deno-
minado MYO-029, atualmente em avaliacio em estudos
P2 Em estudo multicéntrico, dupla-
mente encoberto, controlado por placebo, a administra¢io
de MYO-029 para pacientes com distrofias musculares foi
segura e apresentou razodvel tolerabilidade’'. Os resultados
preliminares encorajaram estudos clinicos utilizando este e
outros inibidores da miostatina em condicoes clinicas asso-
ciadas a perda de massa muscular.

Acentuada hipertrofia muscular e deficiéncia de miostatina
foi constatada em um relato de caso. Trata-se de crianca que
apresentou hipertrofia de musculos esqueléticos detectada
ao nascimento®®. Durante a investiga¢do, detectou-se muta-
a0 e perda de funcio no gene da miostatina. Na época da
publicagio, a crianca estava com 4,5 anos de idade, apre-
sentava-se com musculos esqueléticos muito desenvolvidos,
porém higida. Essa ocorréncia indica que, em humanos,
a inibigao da miostatina pode acarretar efeitos similares
aqueles observados nos estudos com camundongos trans-
génicos.

clinicos fases I e I

PERSPECTIVAS PARA O FUTURO

Diversas pesquisas tém sido realizadas focando, principal-
mente, no método mais efetivo e seguro para bloquear a
sinalizacio da miostatina iz vivo e, consequentemente,
promover aumento da massa e for¢a muscular. Entre as
possibilidades terapéuticas, ainda em fase de investigacao
experimental, incluem-se anticorpos monoclonais anti-
145152 propeptideo da miostatina®, forma sold-
vel do receptor activina tipo IIB* e folistatina'.

Curiosamente, pesquisa no Google com as palavras mzyos-
tatin blocker leva ao aparecimento de aproximadamente
3.070.000 citagdes, a maioria delas em portais de suplemen-

miostatina
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tos alimentares ou relacionados 2 melhora da capacidade fisi-
ca, que apresentam mecanismos potenciais dos bloqueadores
da miostatina para aumentar a massa muscular de pessoas
sauddveis. Os estudos em andamento abrem a perspectiva
para a obten¢do de firmacos que possam ser prescritos no
tratamento da perda de massa muscular associada a doen-
cas cronicas. Entretanto, é importante salientar que vérios
aspectos relacionados ao bloqueio cronico da miostatina ne-
cessitam ser cuidadosamente definidos em protocolos experi-
mentais e, posteriormente em humanos, antes de estabelecer
indicacbes para o uso de inibidores da miostatina.

CONCLUSAO

Embora recentemente descoberta, a miostatina despertou
o interesse de pesquisadores em dreas afins. Suas proprie-
dades, ainda nao completamente elucidadas, sugerem que
possa atuar na regulacio da massa muscular esquelética,
tanto no desenvolvimento embriondrio quanto na vida
adulta. Estudos clinicos e experimentais sugerem que a ini-
bigao da miostatina possa representar op¢ao terapéutica na
preservagio ou recuperacio da massa muscular de pacientes
com doengas cronicas que evoluem com perda muscular.
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