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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é caracterizada pela falta da distrofina.
Em auséncia de distrofina ocorre instabilidade do sarcolema, entrada excessiva de calcio e
mionecrose. Ciclos de regeneracdo-degeneracdo muscular favorecem a instalacdo de processo
inflamatério. Com o tempo, a regeneragcdo diminui e ocorre deposi¢do de fibrose. A terapia de
escolha para a DMD € o anti-inflamatério esteroidal, tal como o deflazacorte. Devido a seus
efeitos anti-inflamatérios, o dmega-3 tambem melhora a distrofinopatia no camundongo mdx,
modelo experimental da DMD. Devido aos efeitos colaterais dos corticoides, outras terapias
sdo intensamente investigadas. Considerando que o exercicio fisico é benéfico para os
musculos, prevenindo a sarcopenia no envelhecimento, no presente trabalho investigamos os
efeitos do exercicio sozinho ou do exercicio associado ao deflazacorte e/ou ao deflazacorte +
Omega-3 sobre a distrofinopatia do mdx idoso (14 meses de idade). Camundongos mdx
realizaram exercicio de baixa intensidade em esteira horizontal (12,4 metros por minuto,
durante 15 minutos, duas vezes/semana). Foram tratados com deflazacorte (DFZ; 1,2 mg/kg;
via gavagem) sozinho ou combinado com 6mega-3 (300 mg/kg, via gavagem). Camundongos
mdx sedentdrios e C57BL/10 receberam 6leo mineral e serviram de controle. Os musculos
estudados foram o diafragma, tibial anterior e biceps braquial, por representarem o musculo
mais acometido e de valor clinico (o diafragma) e musculos apendiculares (tibial e biceps). O
exercicio sozinho, ou associado as terapias, melhorou o desempenho comportamental (open
field), a funcdo muscular (grip strength, reten¢do dos quatro membros, suspensdo em fio
metdlico, rotarod) e parametros respiratorios (consumo de O2, produgdo de CO2, energia gasta,
distancia e tempo de exaustdo) do mdx. Estes efeitos benéficos foram concomitantes a redug¢do
da mionecrose (reducdo da CK), de marcadores musculares da inflamacao (NF-Kf, TNF-a e
IL-6) e fibrose (TGF-B, fibronectina e MMP-9). Marcadores relacionados a regeneragdo (IL-
10), controle do célcio (calsequestrina- CSQ), integridade do sarcolema (b-distroglicana) e
manutencdo da fibra muscular (PGC-1a) foram aumentados pelo exercicio sozinho ou
associado as terapias. Sugere-se que o exercicio de baixa intensidade em esteira, associado ou
ndo a terapia com corticoide e Omega-3, beneficia a distrofinopatia no mdx idoso,
possivelmente através de mecanismos anti-inflamatérios e da ativagdo de vias que envolvam o

PGC-1a.

Palavras-chave: Camundongo mdx; Deflazacorte; Distrofia Muscular de Duchenne;;

Exercicio; Fibrose; Inflamacao; Omega-3, PGC-1a.



ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is characterized by lack of dystrophin in the
sarcolemma. In the lack of dystrophin, there is increased calcium entry and progressive
muscular degeneration. Cycles of muscle degeneration-regeneration are followed by
inflammatory reaction and fibrosis deposition that worsen with progression of the disease. The
therapy of choice is the use of corticoids, such as deflazacort (DFZ). Due to its anti-
inflammatory effect, omega-3 also ameliorates dystrophy in the mdx mice model of DMD.
However, other therapies are investigated, given the side effects of corticoids. Exercise
improves skeletal muscle quality and protects against sarcopenia associated to aging. Given to
that, in the present study we investigated the effects of exercise in treadmill, alone or in
association with DFZ and DFZ+omega-3, in aged mdx (14 months age). Mdx mice performed
a low level horizontal treadmill exercise (12.4 meters per minute, for 5 minutes, twice a week).
Mice were treated with DFZ (1.2 mg/kg; gavage) alone or with omega-3 (300 mg/kg; gavage).
Sedentary mdx mice and C57BL / 10 received mineral oil and served as control. Exercise and
exercise-associated therapies improved behavior (open field), muscular function (grip strength,
four limb hanging test, hanging wire test, rotarod) and respiratory performance (02
consumption, CO2 production, energy expenditure, distance and time of exhaustion). These
benefits were correlated to a decrease in myonecrosis (reduction of CK), in pro-inflammatory
(TNF-a, NF-kB, IL-6) and pro-fibrotic (TGF-b, fibronectin MMP-9) factors. Exercise alone and
its association to therapies increased the levels of IL-10 (regeneration), calsequestrina- CSQ
(calcium buffering in sarcoplasmic reticulum), b-dystroglycan (sarcolemma integrity) and
PGCI1-a (muscle integrity). Overall, the present study suggests that low level treadmill exercise
alone or associated to corticoid/omega-3 therapy, benefits dystrophy in aged mdx, possibly due

to anti-inflammatory effects and mechanisms related to PGC-1a pathways.

Keywords: Duchenne muscular Dystrophy, Deflazacort; Exercise; Fibrosis;

Inflammation; mdx mice; Omega-3; PGC1-a
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1. INTRODUCAO
1.1.DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga muscular causada pela
mutacdo do gene que codifica a distrofina, localizado no braco curto do cromossomo X
(Hoffman, Brown, & Kunkel, 1987; Koenig et al., 1987; K. Matsumura, Ervasti, Ohlendieck,
Kahl, & Campbell, 1992). Dentre as miopatias infantis, a DMD € a mais comum e devastadora
com uma incidéncia mundial de um em cada 5000 meninos nascidos vivos (Bushby et al.,
2010a; Emery, 2002; Mendell & Lloyd-Puryear, 2013).

Os primeiros sinais clinicos da DMD sdo observados geralmente entre os 2 € 5 anos de
idade, onde os pacientes mostram comprometimento das atividades motoras (McGreevy,
Hakim, McIntosh, & Duan, 2015). A répida progressao da doenca leva a perda da deambulacao
e dependéncia de cadeira de rodas aproximadamente na primeira década de vida. Observa-se
ainda diminuicdo da func¢do pulmonar devida a degeneracdo do diafragma e cardiomiopatia
(Judge, Kass, Thompson, & Wagner, 2011; Lanza et al., 2001). Embora a utilizacdo de
aparelhos ventilatorios prolongue e melhore a qualidade de vida do paciente, o Obito
frequentemente ocorre por volta da segunda ou terceira décadas de vida em decorréncia da
insuficiéncia cardiorrespiratdria (Finsterer & Stollberger, 2003; McNally et al., 2015). Nao
obstante os avangos nos estudos sobre a DMD, ainda ndo foi descrita uma terapia que possa
efetivamente deter a degeneracdo muscular nesses pacientes (Kapsa, Kornberg, & Byrne,

2003).

1.2. CAMUNDONGO MDX

Os camundongos mdx (x chromossome-linked muscular dystrophy) foram
inicialmente identificados na colonia C57BL10/ScSn por apresentarem niveis elevados de
creatina quinase (CK) (Bulfield, Siller, Wight, & Moore, 1984). Estudos posteriores revelaram
que o camundongo mdx apresenta mutacao espontanea no cromossomo X que leva a auséncia
da distrofina (Hoffman et al., 1987). Ao contrario da miopatia humana, no inicio da doenga os
camundongos mdx apresentam regeneracdo muscular capaz de compensar os ciclos de
degeneracdo (Torres & Duchen, 1987). Com a evolucdo da doenca diminui a capacidade
regenerativa e, ao redor dos dois anos de idade o mdx apresenta patologia semelhante aos
humanos distréficos, com predominancia da degeneragao muscular, deposi¢do de tecido fibroso
e adiposo e diminui¢@o da sobrevida (De Oliveira Moreira et al., 2013; Lefaucheur, Pastoret, &
Sebille, 1995). O misculo diafragma (DIA) € o mais afetado, sendo acometido

progressivamente pela degeneragao, inflamacao e presenca de fibrose, mimetizando a patologia
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observada no humano (Grady et al., 1997; Stedman et al., 1991).

Embora existam diferencgas entre a fisiopatologia e quadro clinico da distrofia entre
humanos e camundongos mdx, os camundongos sdo excelente modelo para a investigagao dos
mecanismos da mionecrose e regeneracio na DMD (Marques, Oggiam, Barbin, Ferretti, &
Santo Neto, 2009; Seixas, Lagrota-Candido, Savino, & Quirico-Santos, 1997). Os
camundongos mdx sdo amplamente utilizados devido ao seu baixo custo de producgdo e
manuten¢do, em comparacdo com outros modelos experimentais (Seixas, Lagrota-Candido,
Savino, & Quirico-Santos, 1997). Os camundongos mdx sdo o modelo animal preferido para
estudos dos mecanismos e testes pré-clinicos relacionados a DMD (Grounds, Radley, Lynch,

Nagaraju, & De Luca, 2008; Sasaoka et al., 2003).

1.3. DEGENERACAO MUSCULAR

A distrofina, proteina de 427 KDa, desempenha papel essencial no complexo
oligomérico distrofina-glicoproteinas (CDG) (Figura 1), que conecta o citoesqueleto da fibra
muscular a matriz extracelular circundante, através do sarcolema (Deconinck & Dan, 2007;
Hoffman et al., 1987). Em auséncia da distrofina ocorre desorganizagdo das proteinas
associadas ao complexo distrofina glicoproteina (CDG), causando microrupturas da membrana
celular durante o estresse mecanico proveniente dos ciclos de contragdo e relaxamento muscular
(Grounds, Sorokin, & White, 2005). A auséncia de distrofina causa fragilidade da membrana e
o aumento do Ca" que levam ao enfraquecimento das células do sarcolema e aumento de Ca*
basal nas células levando a sinalizacdo celular inapropriada (Tidball & Villalta, 2010).

A diminuicao da expressdo das proteinas do CDG, altera¢des no funcionamento dos
canais de célcio, associados a inflamagdo, aumento de radicais livres e de enzimas citotoxicas
(fosfolipases A2), levam a instalacdo da mionecrose (Allen & Whitehead, 2011; Tidball &
Wehling-Henricks, 2007).
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Figural — Complexo Distrofina-Glicoproteinas

Laminina

Matriz
extracelular

Distrobrevina Sintrofinas

Distrofina

F actina

Organiza¢do molecular do complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema, incluindo os
componentes integrais do complexo (distrofina, complexo distroglicano, complexo
sarcoglicano, distrobrevina e sintrofinas), a ligagdo com a matriz extracelular (laminina), parte
da ligacao intracelular (F-actina) e molécula de sinalizacao ligada ao complexo (oxido nitrico
sintase neuronal — nNOS). Laboratorio de Biologia Estrutural do Sistema Neuromuscular,
2012.

Os ciclos de degeneracdo promovem aumento das células inflamatdrias tais como
macrofagos, neutrofilos e células T nos sitios mionecréticos, que visam a retirada dos restos de
fibras necroticas. As cé€lulas inflamatorias contribuem para o avanco da doenca (Abdel-Salam,
Abdel-Meguid, & Korraa, 2009), com ciclos de degeneracdo e regeneracdo muscular.
(Gumerson & Michele, 2011; Whitehead, Yeung, & Allen, 2006). Acredita-se que a intensidade
desses processos nos miusculos dos pacientes com DMD esteja diretamente relacionada a
liberacdo de diversos mediadores quimicos, tais como o TGF-f e a fibronectina envolvidos no
processo de fibrose, o fator de Necrose Tumoral o (TNF-a) (Argiles et al., 2000), interleucina-
6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) (Smith, Cadet, Stefano, Opp, & Hughes, 1999),
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), regulados pelo fator nuclear kappa B (NF-kp)
(Hollinger & Selsby, 2013) envolvido na resposta inflamatoria (Pedersen & Febbraio, 2008).

O NF-kB ¢ um dos principais fatores de transcricao encarregados de regular as vias
inflamatérias sendo ativado nos musculos distréficos, possivelmente ap6ds o influxo de célcio e
ou producgdo das espécies reativas de oxigénio (Whitehead, Pham, Gervasio, & Allen, 2008).

Mostra-se como um alvo importante na terapia antiinflamatoria, tal como observado no ensaio
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clinico realizado como 0 CAT-1004 um inibidor deste fator

(https://ClinicalTrials.gov/ct2/show/VBP15). A liberacdo de TNF-a facilita o influxo de

neutréfilos para o local onde ocorreu o dano muscular, sendo responsavel pela induciao da
fagocitose dos tecidos danificados (Calle & Fernandez, 2010), levando a inibi¢do da miogénese
e apoptose de mioblastos e miotubos (Magee, Pearson, & Allen, 2008).

As células inflamatérias amplificam os danos ao musculo, produzindo lesdes nas
membranas das células que podem levar a necrose das fibras musculares, principalmente
atribuiveis as acdes dos radicais livres gerados pelo 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (S.
A. Villalta, Nguyen, Deng, Gotoh, & Tidball, 2009). A medida que a doenga progride, o
potencial regenerativo dos musculos distréficos diminui ja que as células passam por uma
necrose completa e o reparo das miofibras torna-se direcionado para serem substituidas por
fibroblastos e miofibroblastos os quais produzem matriz extracelular e tecido cicatrizal que se
torna permanente e passa a ser denominado fibrose e infiltracdo de gordura (Serrano et al.,
2011). No entanto, em situagcdes de maior atividade o muscular (como no exercicio) ou perante
lesdo muscular aguda, o numero de macrofagos M1, que promovem a degeneracdo, diminui
enquanto o nimero de macréfagos M2, que promovem a regeneracao, aumenta € permanece
elevado na reparacdo muscular, regeneracdo e crescimento muscular (St Pierre & Tidball,

1994).

1.4. EXERCICIO FISICO

O exercicio fisico € capaz de induzir alteracdes moleculares no musculo
esquelético, incluindo mudanga dos tipos de fibras, aumentando a biogénese mitocondrial e
capacidade oxidativa (Egan & Zierath, 2013) e auxilia na regulacdo dos niveis de insulina
(Schnyder & Handschin, 2015). As caracteristicas do tipo de fibra sdo importantes devido a sua
plasticidade e podem mudar dependendo do exercicio, € em menor escala, idade, sexo e
diferencas nutricionais (Ferraro, Giammarioli, Chiandotto, Spoletini, & Rosano, 2014). O
exercicio diminui a degeneragao relacionada a idade, em diferentes 6rgdos (Safdar et al., 2011)
e foi demostrado que o exercicio melhorou o grau de estresse oxidativo em musculos
esqueléticos normais (Abruzzo et al., 2013).

O envelhecimento € acompanhado por sarcopenia, com aumento da inflamacao e
de citocinas pré-inflamatérias, incluindo a IL-6 e TNF-a (Franceschi, 2007). O coativador 1a
do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-la) ¢ um importante

regulador da homeostase energética da célula (Lin, Handschin, & Spiegelman, 2005) e é um

coativador transcripcional de receptores nucleares e de outros fatores de transcricao, que regula


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/VBP15
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a funcdo mitocondrial em varios tecidos, incluindo coragdo, cérebro, figado e musculo
esquelético (Handschin et al., 2007). Sua atividade parece diminuir com a idade, o que parece
contribuir para a sarcopenia (Finley et al., 2012).

O PGC-1a ¢ considerado um regulador das adaptagdes induzidas pelo exercicio no
musculo esquelético (Baar et al., 2002), sendo expresso em altos niveis em fibras musculares
oxidativas de tipo I e II, que ocorrem no musculo séleo, por exemplo (Lin et al., 2002). A
expressao aumentada do PGC-1a no musculo esquelético aumenta a resisténcia a insulina em
resposta a uma dieta rica em gordura, provavelmente aumentando o influxo de 4dcidos graxos
em excesso (Finley et al., 2012).

O exercicio é muito utilizado em testes pré-clinicos de novos farmacos (A. De Luca
et al.,, 2008; Grounds et al., 2008; Willmann et al., 2012) permitindo que intervengdes
terapéuticas potenciais sejam avaliadas de forma mais rigorosa ao longo do tratamento in vivo
(Payne et al., 2006; Radley, De Luca, Lynch, & Grounds, 2007). As respostas especificas do
tipo de musculo ocorrem durante o exercicio de resisténcia e PGC-1a induzida pelo exercicio
€ observada exclusivamente no musculo esquelético (Terada, Kawanaka, Goto, Shimokawa, &
Tabata, 2005).

Para as distrofias musculares, hd uma ddvida considerdvel na hora de prescrever o
exercicio como uma terapia, ja que existe a preocupacdo do efeito negativo que o exercicio
possa ter. Estudo clinicos ndo relatam consequéncias prejudiciais, alguns deles mostrando
ganhos de for¢a no decorrer do estudo de um ano (de Lateur & Giaconi, 1979; Scott, Hyde,
Goddard, Jones, & Dubowitz, 1981). Entretanto a atividade excessiva pode induzir danos
musculares e aumentar a patologia em camundongos mdx (A. De Luca et al., 2003; Okano et
al., 2005).

O exercicio de baixa intensidade ou o exercicio voluntario podem melhorar a
patologia muscular, sendo observados efeitos benéficos como o aumento na for¢ca muscular
(Carter et al., 1995; Hayes & Williams, 1998) e diferencas no tamanho da fibra muscular
(Landisch, Kosir, Nelson, Baltgalvis, & Lowe, 2008).
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1.5.PGCl-a: COATIVADOR 1 A DE RECEPTOR GAMA ATIVADO POR
PROLIFERADOR DE PERIXOSSOMA

O PGC-1a parece ter efeitos anti-atréficos, tal como observado apés lesao do nervo
cidtico, quando os niveis da proteina musculares sdo mantidos transgenicamente, causando
menor perda muscular e mantendo o volume da fibra muscular (Sandri et al., 2006).

Na distrofia muscular, vérios programas genéticos ligados a expressao e a funcdo
do PGC-1a estao alterados. No camundongo mdx, a reducdo da capacidade da fosforilacdo
oxidativa mitocondrial (Kuznetsov et al., 1998), elevacdo de radicais de oxigénio (ROS),
anomalias na sinalizacdo de cdlcio (Chakkalakal, Michel, Chin, Michel, & Jasmin, 2006) e
alteracdo na morfologia da juncdo neuromuscular (Lyons & Slater, 1991) podem
potencialmente sofrer controle do PGC-1a. A regulacgdo positiva do PGC-1a protege o musculo
distr6fico ao aumentar os niveis de utrofina, bem como o aumento da resisténcia a fadiga e uma
mudanca no musculo para um fenétipo mais oxidativo e mais lento (Hollinger & Selsby, 2015),
demostrando que a expressdo da utrofina melhora o dano muscular nos animais mdx (Tinsley
et al., 1998). Resultados demonstram que a elevacdo dos niveis da PGC-la no musculo
esquelético tem efeito benéfico sobre a distrofia muscular em camundongos mdx, levando a

diminui¢do da necrose e dos niveis séricos de creatina quinase (Handschin et al., 2007).

1.6. TERAPIAS FARMACOLOGICAS DA DMD

1.6.1.Deflazacorte (DFZ)

1.6.2.0mega-3 (03)

2. OBJETIVOS
Avaliar os efeitos do exercicio fisico em esteira de corrida associado ou ndo a terapias

farmacoldgicas sobre a distrofinopatia do camundongo mdx idoso.

e Avaliar os efeitos do exercicio fisico em esteira de corrida sobre a distrofinopatia
do camundongo mdx idoso.

e Analisar se a terapia farmacoldgica com o corticoide deflazacorte, combinado ou
nao com o suplemento nutricional dmega-3, interfere nos efeitos do exercicio fisico,

no camundongo mdx 1doso.
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e Verificar o efeito do exercicio e das terapias farmacolédgicas deflazacorte isolado e
associado ao suplemento alimenticio com Omega-3 em animais mdx idosos
exercitados em esteira de corrida, sobre a expressio da PGCl-a, molécula
possivelmente relacionada a inflamagd@o-mionecrose e fibrose, em musculos

esqueléticos de animais como o diafragma, tibial anterior e biceps braquial.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/10ScCr/PasUnib e
C57BL/10Dmdmdx/PasUnib de ambos sexos na fase tardia da doenca (12 meses de idade). Os
animais foram adquiridos do Biotério Central da UNICAMP e mantidos no Biotério do
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Bloco-O, prédio da Anatomia- IB,
UNICAMP em caixas padrdo em condigdes ambientais controladas (12 horas de ciclo
claro/escuro) com ragdao Nuvilab CR-1 (Nuvital, Paran4, Brasil) e 4gua ad libitum. Protocolo

CEUA 4634-1.2017.
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3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos aleatoriamente e de forma uniforme entre fémeas e
machos nos seguintes grupos experimentais:

Sedentdrio (Sed): Camundongos controle (Sed-C57BL/10; n=10) e distréficos
(Sed-mdx; n=10) que nio fizeram exercicio em esteira e foram tratados com nujol (n=10).

Exercitado (Exe): Camundongos mdx (Exe-mdx) submetidos a exercicio na esteira
de corrida e tratados com nujol (n=10); Exer-mdx DFZ: Camundongos mdx submetidos a
exercicio na esteira de corrida tratados com deflazacorte (DFZ;n=10); Exer-mdx DFZ-O3:
Camundongos mdx submetidos a exercicio na esteira de corrida tratados com deflazacorte e

omega-3 (DFZ-0O3;n=10) (Figura 2 e Tabela 1).

Figura2 — Linha de tempo relacionando as semanas e os tratamentos realizados segundo os

grupos experimentais estabelecidos

Idade do Idade do
animal: 12 animal: 714
Meses Meses
Semana 0 Semana 5 Semana 9

“w /

TN
Exercicio em esteira de corrida
segundo o grupo experimental

K
N
Tratamento Farmacolégico Segundo o grupo
experimental

3.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO.
Os camundongos da linhagem mdx foram tratados via gavagem trés vezes por
semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira), as 10 hrs, durante 9 semanas de acordo com

o grupo experimental correspondente (Tabela 1).

3.3.1. Oleo mineral
3.3.2. Deflazacorte (DFZ)

3.3.3. DFZ-O3
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3.4. EXERCICIO NA ESTEIRA DE CORRIDA (adaptado do DMD_M.2.1.001).

Os camundongos da linhagem mdx do grupo exercitados foram submetidos a
exercicio em esteira duas vezes por semana (terca-feira e quinta-feira, no periodo da manha (10
hrs), durante quatro semanas. Uma semana antes do inicio do tratamento farmacolégico, os
animais foram submetidos a aclimatagdo, realizando corrida na esteira a uma velocidade de
10,68 metros por minuto, sem inclinagcdo, durante 5 minutos, duas vezes na semana (terca-feira
e quinta-feira). Apds a aclimatagio os animais correram durante 4 semanas na velocidade de

12,42 metros por minuto, sem inclinacdo, durante 15 minutos (A. De Luca et al., 2003; Radley-

Crabb et al., 2012).

Tabela 1 —  Protocolo Experimental
Controle Sed- mdx Sed mdx Exer mdx mdx Exer+DFZ-03
CS57BL/10 N=10 N=10 Exer+DFZ N=10
N=10 N=10
Sedentario Sedentario EXERCICIO: adaptado do DMD_M.2.1.001
Corrida na esteira horizontal (12.4 mts/min, 15
min)
Tratados com Tratados com Tratados  Tratados com  Tratados com DFZ
nujol nujol com nujol DFZ (1.2 (1.2 mg/kg) e
mg/kg) Omega-3: EPA and

DHA (300 mg/kg)

3.5. CONSUMO DE RACAO E AGUA

Para todos os grupos analisados foi realizada a medida de 10 animais para cada
grupo do consumo médio de alimentos e agua/camundongo/Semana nos seguintes momentos:
semana O (antes de iniciar os tratamentos propostos) € na semana 9 (apds finalizar os
tratamentos propostos). Para este fim foi feito o controle de quantidade de ragcdo e dgua de uma

semana para outra, utilizando balanga digital (Marte balangas e equipamentos®) e proveta,
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respectivamente.

3.6. PESO CORPORAL E PESO MUSCULO

Para 8 animais de cada grupo foi realizada a medida da massa corporal uma vez por
semana, para controle na sua variagdo e ajuste da dose da droga a ser administrada. Com relacao
ao peso do musculo, imediatamente apds a eutandsia dos animais (N=10 por grupo) os musculos
diafragma (DIA), biceps braquial (BB) e tibial anterior (TA) foram pesados em uma balanca
eletronica de precisdo (modelo EK-2000G — AND). O peso relativo dos 6rgaos foi calculado
de um N=10 animais por grupo, sendo a razdo entre o peso dos 6rgados e o peso corporal, sendo
calculado o arco-seno da razdo peso corporal / peso musculo e extraida a média + desvio padrao
da média desses dados. Assim, esta avaliagdo comparativa entre os animais submetidos ao
tratamento em relacdo ao grupo controle poderd indicar ou ndo alguma alteragdo (Kyselova,
Peknicova, Buckiova, & Boubelik, 2003). O peso relativo dos 6rgdos foi calculado como a

razdo entre o peso dos 6rgios e o peso corporal.

3.7. DESEMPENHO FUNCIONAL

Foram realizados testes funcionais para avaliacdo de diferentes grupos musculares
e de coordenagdo motora. Foram coletados dados em trés momentos do experimento: Semana
0: (antes de comecar o tratamento farmacoldgico); Semana 5: (antes de comegar o exercicio em
esteira de corrida) e Semana 9: (ap6s o término dos tratamentos propostos). A Figura 2
apresenta uma linha do tempo indicando os momentos em que foram realizados a terapia e o
exercicio em esteira.

A maioria dos protocolos foi padronizada tendo como base as diretrizes contidas no

TREAT-NMD (http://www.treat-md.edu/activities/treatment/html), rede académica global

voltada para o avango das pesquisas sobre doencas neuromusculares (Leary, Oyewole, Bushby,
& Aartsma-Rus, 2017). Desde o seu lancamento em janeiro de 2007, o foco desta rede tem sido
o desenvolvimento de ferramentas que possam ser utilizadas por médicos e cientistas em testes
pré-clinicos e clinicos, utilizando parametros e procedimentos padronizados, permitindo assim
comparar resultados de todos os laboratérios envolvidos, no mundo todo. Atualmente, a rede
possui mais de cem centros de pesquisa e organizacdes de pacientes de 54 paises "TREAT-NMD
Alliance Members — Organizations” bem como centros académicos independentes e

representantes de pacientes (TREAT-NMD Alliance Members — Individuals).
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3.7.1. Avaliacdo da atividade locomotora espontanea (OPEND FIELD)

3.7.2. Medida de For¢a muscular (GRIP STRENGTH)

3.7.3. Teste de retencdo de quatro membros (FOUR LIMB HANGING TEST)

3.7.4. Teste de suspensao do fio metalico (HANGING WIRE TEST)

3.7.5. Coordenacao motora e equilibrio: avaliacao de locomocao for¢cada em cilindro giratério

(ROTA ROD)

3.7.6. Teste de esforco na esteira de corrida

3.8. NIVEIS SERICOS DE CREATINA QUINASE (CK)

A CKno plasma sanguineo é um indicador de necrose muscular (Ozawa, Hagiwara,
& Yoshida, 1999). Os niveis séricos de CK podem ser influenciados por mdltiplos fatores,
incluindo o exercicio, idade e sexo (Annamaria De Luca et al., 2005; Grounds, Sorokin, &
White, 2005; Spurney et al., 2009). O sangue de 10 animais por grupo foi coletado sob anestesia
com Cloridrato de Ketamina 10%: 100-200mg/kg e Cloridrato de Xilazina 2%: 5-16mg/kg.
Ap6s a toracotomia e exposicao do cora¢do, uma seringa heparinizada foi utilizada para retirada
do sangue do ventriculo direito do animal. O sangue foi centrifugado (centrifuga refrigerada
Sigma 3-18k) nas seguintes condi¢oes: 3000 g, 4°C por 10 minutos, sendo o sobrenadante
utilizado para andlise. Foram utilizados o kit CK-NAC Bioloquid (LB- LABORCLIN). As
absorbancias das amostras foram lidas a 37°C utilizando-se espectrofotometro U.V (Thermo
Electron Corporation Spectrophotometer Genesys 20) com comprimento de onda de 340nm e
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Os valores foram expressos em U/L (Fogagnolo

Mauricio et al., 2013).

3.9. TOXICIDADE:

3.9.1. Quantificacdo da Alanina Aminotransferase-Transaminase Glutamico Pirdvica GPT

(ALT) e do Aspartato Aminotransferase GOT-AST.
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3.9.2. Relagado peso 6rgao-animal

3.10. OBTENCAO E ANALISE MORFOLOGICA DOS MUSCULOS

Apb6s a coleta de sangue para quantificagdo de CK plasmético foi realizada perfusio
cardiaca com injecdo de 10 ml de PBS no ventriculo esquerdo, obedecendo-se o trajeto da
circulacdo sistémica. Uma incisdo foi realizada no étrio direito para saida do sangue
remanescente na circulacdo. Em seguida, os misculos diafragma (DIA), biceps braquial (BB)
e tibial anterior (TA) foram dissecados, retirados e fixados em suportes de madeira com uma
cola resultante da mistura de Tissue-Tek com Tragacanth e imersos em isopentano a -80°C por
40 segundos e imediatamente colocados em nitrogénio liquido a -159°C. Os suportes com 0s
musculos foram retirados do nitrogénio e armazenados a -80°C em Biofreezer. Para obtencao
dos cortes histolégicos, os musculos foram descongelados por aproximadamente 30 minutos
até atingirem a temperatura de -26°C e seccionados transversalmente na espessura de 8§ um
utilizando criostato (Leica CM1860). Foram utilizados 4 animais por grupos dos quais se
analisaram aleatoriamente entre 10 e 12 cortes por musculo para cada uma das coloracoes

(Fogagnolo Mauricio et al., 2013).

3.10.1. Analise histopatolédgica: Preparo dos musculos para a técnica de Hematoxilina e Eosina

(H&E)

3.10.2. Analise histopatoldgica: Preparo dos musculos para a técnica de Tricomico de Massom

(TM)

3.11. ANALISE DE MARCADORES MOLECULARES DA DISTROFINOPATIA NOS
MUSCULOS DIA, BB E TA, PELA TECNICA DE WESTERN BLOT.

Verificamos a inflamacao a partir da quantificacao dos niveis do fator nuclear kappa
B (NF-kB), fator de Necrose Tumoral o (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-10 (IL-
10), mionecrose; fibrose: Fator de transformagdo do crescimento 3 (TGF-B), Fibronectina,
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9); integridade do CDG (B-Distroglicana); tamponamento
do célcio (Calsequestrina - CSQ) e ao exercicio fisico, o coativador 1a do receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1a) nos musculos Diafragma, biceps braquial e

tibial anterior. Os valores foram normalizados com a proteina gliceraldeido 3-fosfato
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dehidrogenase (GAPDH). Para isso, foram utilizados 6 animais para cada grupo experimental

sendo assim feita andlise individualmente com 3 repeti¢des para cada.

3.11.1. Preparo do extrato total

3.11.2. Quantificagdo das proteinas

3.11.3. Anticorpos Primadrios

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Quando
necessdria comparacao direta entre as médias de dois grupos experimentais foi realizado o teste
t de Student. Para a comparacdo entre trés ou mais grupos foi realizada analise de variancia
ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey s multipla comparagdo e para comparagao
entre trés ou mais grupos com mais de uma varidvel foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias seguido pelo pos-teste de Bomferroni. Em todas as andlises, os valores
de P foram considerados estatisticamente significativos apenas quando iguais ou inferiores a
0,05 (P<0,05). Para todos os calculos estatisticos foi utilizado o software Graph Pad Prism

versdo 6.01 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA).

4. RESULTADOS
4.1 EFEITOS DOS TRATAMENTOS NO CONSUMO DE RACAO E AGUA
O consumo de racdo e dgua dos animais mdx de todos os grupos (Sedentdrio,

Exercitado, Exer+ DFZ e Exer+DFZ-03) ndo apresentou diferenca significativa com relacao
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ao observado em animais C57BL/10 (Sed), bem como quando comparado o consumo das

semanas 0 e 9 (Figura 3).

Figura3 - Consumo de rag@o e agua no inicio (semana 0) e final (semana 9) do experimento
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E= Semana 0 W Semana9 = Semana 0 @l Semana 9
T —_
ChNI= T 30
= 20 = — = L
= — ED — — —
Sl = < — — -
= @ 201 = — —
— =] — — —
=) — e — — —
£ — £ — — —
Z 1014 2 — = —
= —] — — —
=] — £ 104 — — —
— 0 — — —
CS7BL/10 mdx Sed mdx mdx mdx C57BL/10 mdx Sed mdx mdx mdx
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Consumo de rag¢do (A) e dgua (B), no inicio (semana 0) e ao final (semana 9) do experimento.
Animais controle (C57BL/10 sed) e distréficos (mdx) sedentarios (Sed), distréficos exercitados
(mdx Exer), animais mdx Exer que receberam deflazacorte (+DFZ) e mdx Exer que receberam
DFZ + 6mega-3 (+DFZ-03). Valores representados como média + desvio padrdo. N=10
animais por grupo. A significancia estatistica foi determinada pelos seguintes testes: Teste ¢
Student, para comparagdes entre semana 0 e semana 9 de cada grupo. ANOVA de 1 via seguido
pelo pos-test de Tukey’s (p<0,05), para comparagdes entre as semanas.

4.2 EFEITO DOS TRATAMENTOS NO PESO CORPORAL E NO PESO DOS MUSCULOS
DIAFRAGMA, BICEPS BRAQUIAL E TIBIAL ANTERIOR.

O peso corporal (Figura 4) e o peso dos musculos analisados DIA, BB e TA (Tabela

1) dos animais mdx de todos os grupos (Sedentario, Exercitado, Exer+ DFZ e Exer+DFZ-03)

foram semelhantes as obtidas nos animais C57BL/10 (Sed). Nao foi observada diferenca

significativa entre o peso corporal no inicio e no final do tratamento para cada um dos grupos

analisados. O peso do diafragma dos animais DFZ exercitados diminuiu significativamente em

18% quando comparado ao dos animais mdx Sedentério (Tabela 2).

Figura4 — Peso corporal no inicio (semana 0) e Final (semana 9) do experimento
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Animais controles C57BL10 (sed) e distréficos: (mdx) sedentdrios (Sed), distréficos
exercitados (mdx Exer), animais mdx Exer que receberam deflazacorte (+DFZ) e mdx Exer que
receberam DFZ + 6mega-3 (+DFZ-03). Valores representados como Média+ Desvio padrao.
N=10 animais por grupo. A significancia estatistica foi determinada pelos seguintes testes:
Teste t Student, para comparacdes entre semana 0 e semana 9 de cada grupo. ANOVA de 1 via
seguido pelo pos-test de Tukey’s (p<0,05), para comparagdes entre as semanas. Os tratamentos
ndo interferiram na massa corporal dos animais.

Tabela2 -  Peso dos musculos com desvio padrao
GRUPO DIA BB TA
C57BL/10 Sed 294 +£0.39 248 £0.33 3.31+£0.28
mdx Sed 3.18£0.35 2.20£0.27 3.62+0.25
mdx Exer 2.87+0.16 227 +£0.31 343 +£0.32
mdx Exer+DFZ 2.58+0.25pP0008T  240+0.18 3.42+0.20
mdx Exer+DFZ-03 277+0.13 244 +£0.14 4.54+0.18

Peso dos musculos dos animais Controles C57BL/10 (sed) e mdx de todos os grupos
(Sedentério, Exercitado, Exer+ DFZ e Exer+DFZ-0O3). Valores representados como Média+
Desvio padrdao. N=10 por grupo; (b) diferenca em relacdo ao mdx sed (p<0.05, ANOVA;
Tukey).
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4.3.DESEMPENHO FUNCIONAL

4.3.1. Atividade locomotora espontanea (OPEND FIELD): Atividade Horizontal e

Atividade Vertical espontinea.

4.3.2. Forca Muscular

4.3.3. Coordenagdo motora e equilibrio: locomocao for¢ada em cilindro giratdrio (rota rod).

4.3.4. Teste de esfor¢o na esteira de corrida

4.4 NIVEIS SERICOS DE CREATINA QUINASE (CK)

Os animais distréficos (mdx sed) apresentaram niveis elevados de CK (16,5 vezes)
quando comparados aos animais controle (C57BL/10 sed). O exercicio sozinho, ou combinado
as terapias, promoveu diminui¢do significativa da CK, ndo havendo diferencas entre os
tratamentos (exercicio sozinho: 83% de reducdo; +DFZ: 75% de reducdo; +DFZ+03: 86% de
reducdo da CK) quando comparados aos animais distréficos (mdx sed). Os valores de CK nos
animais mdx exercitados e DFZ+03 exercitados foram similares aos obtidos nos animais

controles (C57BL/10 sed; Figura 13).

Figura 13 — Media dos niveis séricos de CK-NAC
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Quantificacio dos niveis de CK-total, obtidos apds os tratamentos propostos para cada um dos
grupos experimentais. Animais controles C57BL10 (sed) e distréficos: (mdx) sedentérios (Sed),
distréficos exercitados (mdx Exer), animais mdx Exer que receberam deflazacorte (+DFZ) e
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mdx Exer que receberam DFZ + dmega-3 (+DFZ-03). Dados representados em média + desvio
padrao, N=10 animais por grupo. A significancia estatistica foi determinada pelo seguinte teste:
ANOVA de 1 via seguido pelo pos-test de Tukey’s (p<0,05), para comparacdes multiplas entre
os grupos. Comparado com C57BL/10 (sed) (a), comparado com mdx (sed) (b).

e VS C57BL/10 (sed) (a): mdx (sed) p<0,0001. Exceto mdx Exer+DFZ p=0,0274.
VS mdx (sed) (b): p<0,0001.

4.5.TOXICIDADE

4.5.1. Quantificacdo da alanina aminotransferase-Transaminase Glutamico Pirtivica GPT
(ALT), Aspartato aminotransferase GOT-AST. Relacdo peso figado/ peso animal.
Histologia qualitativa do figado.

4.5.2. Relacao peso animal/ peso pulmao e Histologia qualitativa do pulmao.

4.6.ANALISE MORFOLOGICA.

4.6.1. Analise histopatolégica dos musculos DIA, BB e TA.

4.7. ANALISE DE MARCADORES MOLECULARES DA DISTROFINOPATIA NO
MUSCULO DIA.

4.7.1. Inflamagdo

4.7.2. Fibrose

4.7.3. Integridade do CDG: B-Distroglicana. Tamponamento do cdlcio: Calsequestrina-CSQ.

4.8. ANALISE DE MARCADORES MOLECULARES DA DISTROFINOPATIA NOS
MUSCULOS BB E TA.

4.8.1. Inflamacgao

4.8.2. Fibrose

4.8.3. Integridade do CDG: B-Distroglicana e Tamponamento do célcio: Calsequestrina.
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4.9 MARCADOR DE RESPOSTA A ATIVIDADE FISICA (PGC-1a) NOS MUSCULOS
DIA, BB E TA.

Os musculos diafragma DIA (Figura 28A), BB (Figura 28B) e TA (Figura 28C)
animais distréficos sedentdrios (mdx sed) mostram niveis diminuidos significativamente de
PGC1-a [DIA: 85% (Figura 28A); BB: 76% (Figura 28B) e TA 63% (Figura 28C) ] quando
comparados com os animais C57BL10 (sed).

Nos animais tratados ocorreu aumento significativo do PGC1-a (DIA: mdx Exer:
1,8 vezes, mdx Exer+DFZ:37% e mdx Exer+DFZ-03: 3 vezes; BB: mdx Exer: 5,9 vezes, mdx
Exer+DFZ: 4,8 vezes € mdx Exer+DFZ-O3: 5,2 vezes; TA: mdx Exer: 1,3 vezes e mdx
Exer+DFZ: 1,1 vezes) quando relacionado com os animais distréficos sedentdrios (mdx sed).

O melhor efeito dentre as terapias foi observado no DIA (Figura 28A) nos animais
tratados exercitados +DFZ, com um aumento de 67% nos niveis de PGC1-a quando comparado
aos animais mdx exercitados (mdx Exer). Quando comparados os niveis de PGC1l-a nos

musculos BB e TA entre os tratamentos nao foram achadas diferencas significativas.

Figura 28 — Determinacdo proteica dos marcadores relacionados a resposta da atividade fisica
nos musculos DIA, BB e TA pela técnica de western blot
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Animais controles C57BL10 (sed) e distroficos: (mdx) sedentarios (Sed), distroficos
exercitados (mdx Exer), animais mdx Exer que receberam deflazacorte (+DFZ) e mdx Exer que
receberam DFZ + 6mega-3 (+DFZ-03). Gréfico representando (média + desvio padrdo). N=6
animais por grupo. A significincia estatistica foi determinada pelo teste ANOVA de 1 via
seguido pelo pos-teste de Tukey’s (a) com relacdo ao C57BL/10 (sed), (b) com relagdo ao mdx
sed e (¢) com relagdo mdx Exer.

e VS CS57BL/10 (sed) (a): <0,0001. Diafragma p=0,0022. Biceps braquial p=0,0268.

e VS mdx (sed) (b): <0,0001. Diafragma mdx Exer p=0,0427 mdx Exer+DFZ-O3 p=0,0016.
Biceps Braquial mdx Exer+DFZ p=0,0007 e mdx Exer+DFZ-O3 p=0,0005. Tibial anterior
mdx Exer p=0,0035, mdx Exer+DFZ p=0,0102.
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5. DISCUSSAO

A importancia do exercicio fisico para a manutencdo dos musculos estriados
esqueléticos € bem conhecida. No envelhecimento, o exercicio tem papel fundamental no
retardo da sarcopenia. Assim, a atividade fisica € amplamente difundida atualmente, pelos seus
efeitos na melhora da qualidade de vida, especialmente no envelhecimento ou mesmo em
presenca de patologias.

Na DMD, ocorre degeneracio muscular progressiva pela falta da distrofina,
proteina sarcolemal importante para a estabilidade mecanica da fibra muscular. Na falta de
distrofina, o sarcolema se torna instavel e a fibra muscular fica suscetivel ao rompimento nos
ciclos de contracdo e relaxamento. Por este motivo, o uso de exercicio fisico para pacientes
distréficos € motivo de duvida, ndo havendo consenso quanto ao tipo, frequéncia ou intensidade
do exercicio a ser utilizado (Bushby et al., 2010b; Gianola et al., 2013).

No presente trabalho verificamos se o exercicio fisico de baixa intensidade em
esteira pode beneficiar a distrofinopatia de camundongos distréficos mdx, modelo experimental
da DMD, em fases tardias da doenca (14 meses de idade). Estudamos o exercicio sozinho e
associado a terapia com corticoide e bmega-3, uma vez que pacientes DMD, em estdgios mais
tardios da doenca, normalmente estao sob terapia com corticoides.

A presente Discussdo serd organizada em dois tépicos principais: no primeiro,
discutiremos os efeitos do exercicio fisico no camundongo mdx idoso, avaliando parametros
comportamentais, funcionais, moleculares e estruturais (5.1. Efeitos do exercicio fisico
associado ou ndo as terapias). No segundo topico, discutiremos os efeitos das terapias com
omega-3 e deflazacorte (5.2. Efeitos do 6mega-3 e deflazacorte). Ainda, daremos énfase para a
discussao dos resultados obtidos na dltima semana de avaliacdo (semana 9), visto que os efeitos

mais evidentes ocorreram nesta semana.

5.1. Efeitos do exercicio fisico associado ou ndo as terapias

5.1.1. Intensidade do exercicio associado ou ndo as terapias e seus efeitos na qualidade de vida

do mdx
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5.1.2. Efeito do exercicio fisico associado ou ndo as terapias no comportamento: open field

5.1.3. Efeitos do exercicio fisico associado ou ndo as terapias na funcao muscular

5.1.4. Efeitos do exercicio associado ou ndo as terapias nos parametros respiratorios € no

desempenho de corrida em esteira

5.1.5. Efeito do exercicio fisico associado ou ndo as terapias nos niveis de CK

5.1.6. Efeito do exercicio fisico associado ou ndo as terapias em marcadores da inflamacao e

fibrose

5.1.7. Efeitos do exercicio associado ou ndo as terapias na B-Distroglicana e calsequestrina

5.1.8. Efeitos do exercicio associado ou ndo as terapias no PGC-1a

5.2. Efeito das terapias com deflazacorte e dmega-3 associados ao exercicio: consideracoes
gerais.

De maneira geral, a fungdo muscular (grip stregtn, impulso de reten¢do dos quatro
membros, impulso no fio metélico, locomocao forcada no rotarod) e os niveis dos marcadores
de inflamacao, fibrose, PGC-1a e b-distroglicana, no musculo diafragma, foram melhores com
o exercicio associado as terapias. Isto pode ser explicado pela acdo anti-inflamatéria do
deflazacorte e O-3, somada os efeitos benéficos do exercicio, além do fato do diafragma ser o
musculo mais afetado, se comparado com os musculos apendiculares, apresentando deposicao
de fibrose caracteristica para esta fase da doenca. O efeito benéfico das terapias anti-
inflamatorias pode ser evidenciado na melhora de alguns parimetros funcionais ja na quinta
semana de avaliacdo, anteriormente ao exercicio em esteira.

Com relagdo aos efeitos de corticoides na fun¢do muscular, sabe-se que em baixa
dose melhoram a funcao muscular (C. Angelini, 2007), retardando a perda da forca muscular
no mdx (Keeling et al., 2007). Os corticoides parecem ativar alguns reguladores transcricionais,
como o ERRy (Matsakas, Yadav, Lorca, & Narkar, 2013), o receptor de PPARS (Miura et al.,
2009) e os coativadores PGC-la (Chan et al., 2014), envolvidos na patogénese da
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DMD(Morrison-Nozik et al., 2015), dados que concordam com os nossos resultados antes
citados.

Com relacdo ao dmega-3, seus efeitos no exercicio sdo bem sabidos. Além de
reduzir a fibrose (Shaaban, Shaker, Zalata, El-kashef, & Ibrahim, 2014), o O-3 ¢ o DHA
diminuem citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-
6 (IL-6) (DiLorenzo, Drager, & Rankin, 2014; Jakeman, Lambrick, Wooley, Babraj, &
Faulkner, 2017; Tartibian, Maleki, & Abbasi, 2011; Tsuchiya, Yanagimoto, Nakazato,
Hayamizu, & Ochi, 2016). Adicionalmente, efeitos benéficos do O-3 como a melhora da forca
muscular e capacidade muscular em humanos (L N Rodacki et al., 2012), além dos efeitos
positivos observados nos ossos (Tartibian, Hajizadeh Maleki, Kanaley, & Sadeghi, 2011),
podendo melhorar os efeitos do exercicio na saude 6ssea e muscular (Daly, Duckham, &
Gianoudis, 2014).

O EPA e o DHA diminuem a fadiga e dor musculares associadas ao exercicio
exaustivo (Da Boit, Hunter, & Gray, 2017; Mickleborough, 2013; Tsuchiya et al., 2016),
melhoram a recuperacdo da fadiga e o desempenho de resisténcia, bem como regulam a sintese
proteica do musculo esquelético (Calder, 2015; Heaton et al., 2017; Macartney, Hingley,
Brown, Peoples, & McLennan, 2014; Zebrowska, Mizia-Stec, Mizia, Gasior, & Poprzecki,
2015). Além de seus efeitos no sistema muscular, efeitos no sistema nervoso central incluem
beneficios na memdria (Su, 2010) e, tal como o exercicio fisico, na depressdo (Jacka & Berk,
2013). Adicionalmente, a suplementacdo com DHA associada ao exercicio voluntdrio aumenta
a aprendizagem espacial e a plasticidade sinaptica (Chytrova, Ying, & Gomez-Pinilla, 2010;
Wu, Ying, & Gomez-Pinilla, 2008), o que poderia justificar uma melhor performance do grupo
tratado no teste de open Field. Ainda, exercicio fisico e suplementa¢do com 6leo de semente de
linho aumentou a neurogé€nese no hipocampo e a producdo de fatores neurotréficos, em
camundongos com estresse cronico (Hutton et al., 2015).

Assim € possivel sugerir que a diminui¢do da inflamacdo, mionecrose e fibrose
esteja associada ao efeito anti-inflamatério do DFZ e do O-3, bem como pela protecdao do
sarcolema proveniente do DHA presente no dmega-3, visto a diminuicio da mionecrose

(Carvalho et al., 2013; Fogagnolo Mauricio et al., 2013).

Figura 29 — Diagrama dos efeitos do exercicio e terapias nas vias de sinalizacdo no musculo

distroéfico.
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Efeitos do Exercicio fisico, associado ou ndo as terapias farmacolégicas (DFZ e DFZ+0-3; em
vermelho) nos eventos carateristicos da DMD (fibrose, inflamacdo, mionecrose, regeneracao e
estabilidade do sarcolema). O Exercicio e terapias aumentaram o PGClalpha, o qual atua em
todos os eventos, aumentando (setas azuis) ou diminuindo (setas amarelas) marcadores
moleculares. Eventos ndo avaliados neste estudo (em verde; stress oxidativo e biogénese
mitocondrial) também podem ser afetados pelo PGClalpha. De maneira geral, estes efeitos

promovem melhora da estrutura e funcao muscular e diminuicao da distrofinopatia.

6. CONCLUSOES

O exercicio em esteira, de baixa intensidade, melhorou a fun¢ao muscular do animal
mdx 1doso, provavelmente por diminuir a mionecrose (redu¢do da CK), bem como fatores
associados a inflamacdo e fibrose. Estes efeitos podem ser devidos a ativacdo de mecanismos

que envolvam vias do PGC-1a, molécula relacionada a preservacao muscular.

As terapias com corticoide e O-3 ndo interferiram nos efeitos benéficos do exercicio

fisico e ndo exacerbaram a distrofinopatia. A associacdo com as terapias resultou em melhores
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efeitos que o exercicio sozinho para a maioria dos parametros funcionais e moleculares

analisados e no musculo diafragma.

Importante ressaltar que devemos ter cuidado na transposi¢ao de dados obtidos no
modelo animal para os pacientes DMD. O presente estudo sugere que pacientes distréficos que
estejam sob terapia com corticoide podem se beneficiar do exercicio em esteira de baixa
intensidade e da suplementacdo com O-3. Entretanto, a intensidade do exercicio e a dose dos
corticoides devem ser cuidadosamente analisadas e marcadores plasméticos da evolucdo da

doenca acompanhados com cuidado.
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restrita a protocolos desenvelvidos em biotérios e laboratorios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 06 de julho de 2017

AN A \}d\\nﬁ

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fanma nso

Presidente Secretana Executiva

INPORTANTE Pedimos senclo 90 prazo pars amio do relmério final de raterents & exto 24 30 dias apos © enceramanto de e vighnela O
na phgina da ', hrea do A nda ap de ratatanio no praco estabelecido

Ipedind Que ROvos Protocolos sejam submetidos.



ANEXO B

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, j4 publicados ou
submetidos para publicagéo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
TERAPIA FARMACOLOGICA COM DEFLAZACORTE E OMEGA-3 NA
DISTROFINOPATIA DE CAMUNDONGOS mdx EXERCITADOS NA ESTEIRA, n&o
infringem os dispositivos da Lei n.® 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 30/04/2019

Assinatura : ‘"bv{g Am\vr«} Lbauz 5\; vl
Nome do(a) autor(a): PAULA ANDREA SAENZ SUAREZ
RG n.° G277210-T

) 7\

Assinatura : / /7 M

Nome dofa) orientador(a), /MARIA Ju } MARQUES
RG n.” 13939051
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