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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma miopatia hereditaria que atinge
um a cada 3300 meninos nascidos vivos. Assim como seu modelo experimental, o
camundongo mdx, a DMD ¢ caracterizada pela auséncia de distrofina ¢ degeneragao
muscular progressiva. Além da degeneracdo, sdo caracteristicas da DMD, a
inflamacdo cronica e deposicao de fibrose, que acarreta perda da fun¢do muscular e
insuficiéncia cardiorrespiratéria. A autofagia que ¢ diminuida nos musculos
distroficos parece contribuir da progressdo da doenca. No presente estudo,
utilizamos o camundongo mdx, para verificar os efeitos do corticdide deflazacorte
associado ou ndo ao Oomega-3 (do 5° ao 8° més de vida), sobre marcadores de
autofagia (FOXO3a, LC3, Akt, mTOR) em musculos distréficos mais afetados
(diafragma e coracdo) e menos afetados (quadriceps e biceps). Observamos que o
LC3, principal marcador de autofagia, ndo estava alterado na maioria dos musculos
distréficos estudados, nesta fase tardia da doenga (8 meses de idade). Deflazacorte
e/ou 6mega 3 aumentaram os niveis de FOXO3a em quase todos os musculos
estudados. Também estudamos receptores especificos para acidos graxos livres
ligados a proteina G (GPR40 e GPR120), nos musculos diafragma e coracao (3° ao
4° més de vida). Os niveis desses receptores ndo foram afetados pela falta de
distrofina. O efeito anti-inflamatério do oOmega-3 nos musculos distroficos,
demonstrado pela diminui¢do das citocinas pré-inflamatorias TNF-alfa e NF-kb, foi
inibido por bloqueadores especificos dos receptores GPR40 e GPR120. Os
resultados sugerem que marcadores da autofagia ndo se modificam em funcdo da
intensidade da distrofinopatia e o corticoide combinado com 6mega-3 melhorou
alguns marcadores de autofagia. Além disso, o presente estudo sugeriu que o
Omega-3 atua através dos receptores GPR40 e GPR120 no diafragma e coragdo
distroficos. Farmacos sintéticos que atuem sobre esses receptores, atualmente em
testes clinicos para doengas metabodlicas humanas, podem ser uma terapia alternativa
potencial a DMD, merecendo estudos pré-clinicos e clinicos.

Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne; Camundongos endogamicos

mdx; Autofagia; Acidos graxos Omega-3; Deflazacorte.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a muscle disease characterized by the lack
of dystrophin due to a mutation in the dystrophin gene. While gene therapies for
DMD are under development, corticoids are still the therapy of choice. The primary
event in dystrophy is the absence of dystrophin, with sarcolemma instability,
increased influx of calcium and muscle degeneration. The secondary events, a
chronic inflammatory reaction and fibrosis deposition, further contribute to the
progression of the disease, leading to loss of muscle function and cardiorespiratory
failure. Autophagy is decreased in dystrophic muscles and had been suggested to
contribute to dystrophy progression. By using the mdx mice model of DMD, in the
present study we focused on the effects of the corticoid deflazacort associated or not
with the anti-inflammatory omega-3, over autophagy markers (FOXO3a, LC3, Akt,
mTOR) in dystrophic muscles that are differently affected by the lack of dystrophin
(diaphragm and heart more affected than quadriceps and biceps). We observed that
LC3, the main autophagy marker, was not altered in most of the dystrophic muscles,
at this later stage of the disease (8 months of age). Deflazacort and/or omega 3
increased the levels of FOXO3a in almost all muscles studied. We also studied
specific receptors for free fatty acids linked to G-protein, GPR40 and GPR120, in
the mdx diaphragm and cardiac muscles. The levels of these receptors were not
affected by the lack of dystrophin. The anti-inflammatory effect of omega-3 in mdx
muscles, as demonstrated by a decrease in the pro-inflammatory cytokines TNF-
alpha and NF-kb, was inhibited by specific blockers of omega-3 receptors. Overall,
the present study suggested that autophagy markers in distinct dystrophic muscles
are similarly regulated independent of disease severity and that corticoid and
omega-3 may improve some autophagy markers. Furthermore, the present study
suggested that omega-3 acted through GPR40 and GPR120 in mdx diaphragm and
cardiac muscles. Synthetic drugs that act on these receptors, which are currently
under clinical trials for human metabolic diseases, may be of relevance as potential
alternative therapy to DMD deserving preclinical and clinical studies.

Key words: Duchenne Muscular Dystrophy; mdx mouse; Autophagy; Omega 3;
Deflazacort.
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1 INTRODUCAO

1.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

Distrofia muscular ¢ um termo genérico que designa um grupo heterogéneo de
doencas caracterizadas por degeneracdo muscular progressiva resultando em
comprometimento motor. Dentre esse grupo de doencas, a Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) ¢ a mais debilitante e fatal, afetando aproximadamente 1 a cada 3300
criancas do sexo masculino (ENGEL et al., 2004).

A DMD foi descrita pelo francés Guillaume Benjamin Amand Duchenne em
1868. Duchenne a descreveu como uma paralisia muscular pseudo-hipertréfica,
caracterizada por enfraquecimento muscular que se inicia nos membros inferiores,
seguido por pseudo-hipertrofia dos mesmos; comprometimento da deambulagdo e
postura e diminui¢do da contragdo muscular conforme a progressdo da doenca. William
Gowers notou a hereditariedade da DMD e descreveu que criangas afetadas pela
doenga, para assumirem posi¢ao ortostatica, sustentavam-se pelos membros superiores e
escalavam o proprio corpo, definindo o sinal clinico denominado “Sinal de Gowers”
(ENGEL et al., 2004).

A etiologia da DMD ¢ uma mutagdo de um gene que possui 79 exons, localizado
no braco curto do cromossomo X (locus Xp21) (KOENIG et al., 1987). Tal gene
codifica a distrofina, proteina de 427 kDa que desempenha papel essencial em um
complexo oligomérico composto por varias glicoproteinas, formando o complexo
distrofina-glicoproteinas (CDG). O CDG (Figura 1) conecta o citoesqueleto de actina da
fibra muscular & matriz extracelular circundante através do sarcolema, garantindo
estabilidade a fibra muscular durante os ciclos de contragao e relaxamento do musculo
(MRAK, 1985; HOFFMAN et al., 1987; ENGEL et al, 2004; MARQUES, 2004). A
ocorréncia de delegdes ou mutagdes pontuais resulta em perda completa da expressao de
distrofina ou na sua producdo ndo funcional (RAHIMOV e KUNKEL, 2013). Na
auséncia de distrofina o CDG fica prejudicado, o que desestabiliza a fibra muscular,

tornando-a altamente susceptivel a lesdes (MARIOL e SEGALAT, 2001).
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Figura 1- Complexo Distrofina-Glicoproteinas
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sarcoglicanas; o e Bl sintrofinas; distrobrevina e distrofina. A distrofina exerce papel importante na
estabilizagdo do sarcolema conectando actina citoesquelética a cadeia da laminina-2 localizada na lamina
basal via complexo de glicoproteinas (Laboratdrio de Jungdo Neuromuscular — IB - UNICAMP).

Os primeiros sinais de comprometimento motor se manifestam nos cinco anos
iniciais de vida, ap0s a crianga ja ter adquirido a habilidade de deambular, apresentando
quedas frequentes e dificuldades de correr. A rapida progressdo da doenca somada ao
precoce comprometimento da musculatura proximal, perda da deambulagdo, contraturas
articulares e cifo-escoliose resultam na dependéncia de cadeira de rodas ainda na
primeira década de vida (ENGEL et al, 2004). Aproximadamente na segunda década de
vida os pacientes desenvolvem cardiomiopatia (ENGEL et al, 2004; MACHADO, 2011,
SPURNEY, 2011). Embora o avango da terapia farmacologica, do desenvolvimento de
orteses e a ventilagdo mecanica tenham aumentando a sobrevida dos meninos com
DMD, a insuficiéncia respiratdria e a cardiomiopatia sdo as principais causas do obito
dos pacientes, que ocorre em torno da segunda ou terceira décadas da vida
(BOGDANOVICH et al., 2004; MOXLEY et al., 2005).

Embora a DMD seja extensivamente estudada, ainda ndo existe cura para a
doenca (BEYTiA et al. 2012; HOFFMAN et al., 2019; WERNECK et al., 2019). O
tratamento para a DMD se baseia em trés principais linhas: terapia celular, terapia

genética e terapia farmacoldgica.
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A terapia celular possui grande potencial de evolugdo e consiste na aplicagao de
células-tronco na tentativa de reposicdo das fibras musculares degeneradas com a
progressao da doenca (ICHIM et al., 2010). Porém, ainda n3o se sabe qual a melhor
linhagem celular para ser utilizada, a via, dose e intervalo entre as aplicagdes (KERKIS
et al., 2008; HOFFMAN et al., 2019).

Na terapia genética os tratamentos mais conhecidos se baseiam nas tecnologias
de restauragdo do cédon de parada prematura, como a Gentamicina (MALIK et al.,
2010) e o Ataluren (SIDDIQUI e SONENBERG et al., 2016) e na tecnologia Exon
Skipping, como o Drisapersen, testado especificamente para delecdo do exon 51
(McDONALD et al., 2018) e o Eteplirsen, testado em dele¢des dos exons 45-50; 48-50;
49-50; 50 e 52 (MENDELL, et al, 2016). Os testes recentes envolvendo terapia genética
apresentam resultados esperangosos. Entretanto, a terapia genética ¢ destinada para
mutagoes especificas, com alto custo de producao e de dificil acesso a toda comunidade.

Desta maneira, estudos envolvendo a terapia farmacoldgica sdo fundamentais,
uma vez que ¢ a linha terapéutica que trata a doen¢a independente da diversidade de
mutag¢des do exon, visando a manutencdo de maior nimero de fibras musculares
vidveis. Adicionalmente, quando se utilizam farmacos ja em uso para humanos, as
doses, vias de administracao e efeitos colaterais sdo conhecidos, sendo economicamente

mais acessivel para os pacientes (HOFFMAN et al., 2019; WERNECK et al., 2019).

1.2 CAMUNDONGO mdx

A descricdo do gene defeituoso da DMD permitiu a identificagdo de uma
alteragdo genética homologa em outras espécies, como aves, caes, gatos e
camundongos. Enquanto que em caes a doenga se manifesta de forma mais severa, em
que a degeneragdo muscular se sobrepde a regenera¢do, em camundongos e gatos a
fibrose do tecido muscular ¢ mais amena, com maior processo de regeneracdo. As
caracteristicas gerais da distrofia nesses animais sdo semelhantes ao humano, diferindo
em alguns aspectos, como o quadro clinico, inicio do processo degenerativo e
capacidade de regeneragdo muscular (MRAK, 1985; SEIXAS et al., 1997).

Os camundongos mdx (x chromossome-linked muscular dystrophy) foram
inicialmente identificados na colonia C57BL/10/ScSn por apresentarem altos niveis de
creatina quinase (CK), enzima sérica que indica degeneragdao muscular quando elevada
(BULFIELD et al., 1984). Estudos posteriores revelaram que o camundongo mdx
apresenta mutagdo especifica do gene da distrofina (HOFFMAN et al., 1987). A partir
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do 18° dia de vida pds-natal, as principais alteragdes histologicas encontradas no tecido
muscular sdo a necrose e areas com inflamagdo. Ao redor da terceira semana ¢ possivel
observar necrose seguida por regeneragdo ap6s a quinta semana (PASTORET e
SEBILLE, 1995; SEIXAS et al., 1997, GROUNDS, 2008).

E interessante notar que no mdx, os musculos sdo afetados em diferentes
intensidades, sendo o diafragma e coragdo mais afetados que musculos apendiculares,
como o quadriceps e biceps. Os musculos extraoculares e intrinsecos da laringe, por
outro lado, sdo protegidos da falta da distrofina, ndo apresentando degeneragao,
possivelmente devido a diferengas funcionais, ou ao melhor tamponamento do célcio,
ou reduzido didmetro da fibra (PERTILLE et al., 2010; FERRETI et al., 2011;
MATSUMURA et al., 2011). O diafragma do mdx idoso apresenta degeneracdo e
fibrose semelhantes as encontradas em musculos apendiculares de humanos distroficos
(STEDMAN et al., 1991), o que o torna um modelo ideal. Adicionalmente,
camundongos mdx idosos apresentam alteragdes funcionais e morfoldgicas no coragdo
que caracterizam uma cardiomiopatia distréfica (LEFAUCHEUR et al.,, 1995;
PASTORET e SEBILLE, 1995; SEIXAS et al.,, 1997, DE OLIVEIRA MOREIRA,
2013). A diferenga na intensidade da distrofinapatia, ndo obstante a falta de distrofina
em todos os musculos ¢ um assunto de interesse na presente pesquisa.

Os camundongos mdx sdo considerados excelente modelo pré-clinico, apesar das
diferencas da fisiopatologia e quadro clinico de pacientes com DMD, sendo amplamente
utilizados para a investigagdo dos mecanismos da mionecrose e regeneracao na distrofia
muscular. Os camundongos encontram-se em maior disponibilidade e baixo custo,
favorecendo o estudo da doenga e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

para uso potencial na DMD (MARQUES, 2004; GROUNDS, 2008).

1.3 FISIOPATOLOGIA

Considerando-se o importante papel estrutural da distrofina, entende-se que sua
deficiéncia ou auséncia torna o sarcolema instavel, susceptivel a lesdes, além de alterar
o funcionamento de canais de cdlcio presentes na membrana, provocando o influxo
exacerbado de célcio na fibra muscular. O excesso de célcio promove a hipercontragao
das miofibrilas e ativacdo de proteases, tais como calpainas e fosfolipases, levando a
mionecrose (MARIOL e SEGALAT, 2001; ENGEL, 2004). Consecutivamente, c€lulas
de defesa como macréfagos e neutrdfilos sdo recrutadas para o local da injuria,

instalando-se um processo inflamatoério cronico (SPENCER e TIDBALL, 2001;
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TIDBALL, 2004). Este processo estimula a chegada de mais células inflamatdrias nos
locais com mionecrose, exacerbando a degeneragdo muscular (SPENCER e TIDBALL,
2001; MACHADO et al, 2011; FOGAGNOLO MAURICIO et al, 2013).

A ativacdo de calpainas e fosfolipases causa protedlise dos constituintes
celulares, alterando a homeostase da fibra muscular com o aumento da formagao de
espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMOs), o que leva a ativacao da via do
fator nuclear-kappaB (NF-kB), e aumento da expressio de mediadores pro-
inflamatoérios, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas, como a
IL-1B (SPENCER e TIDBALL, 2001). O aumento dessas citocinas contribui para a
lesdo de outras fibras musculares, que ¢ intensificada pelo aumento do estresse
oxidativo (SPENCER e TIDBALL, 2001; WHITEHEAD et al., 2006).

Com a alteragdo da homeostase na fibra muscular, as fosfolipases A2 (FLA2),
uma familia de proteinas capazes de hidrolisar os fosfolipidios da membrana, sao
ativadas e convertem o dacido linoleico (4cido graxo do tipo Omega-6) em acido
araquidonico (AA). A cascata do AA ¢ uma via metabdlica que utiliza este acido para
sintese de uma gama de mediadores chamados genericamente de eicosanoides (RANG
et al., 2006). Conforme ilustrado na Figura 2, esta cascata pode ser dividida em duas
vias principais, uma dependente de ciclo-oxigenase (COX) e outra dependente de lipo-
oxigenase (LOX). A via COX oxidard o AA em prostaglandinas (PG) e tromboxanos
(TX), anti-inflamatdrios, enquanto que a via LOX terd como produtos as lipoxinas e
leucotrienos (LT) da série par, que sdo pro-inflamatorios. (BABCOCK, HELTON e
ESPAT, 2000; RANG et al., 2006; CALDER, 2008).
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Figura 2 - Via do acido araquidonico.
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Vias de sintese de eicosanoides a partir do AA. COX, ciclo-oxigenases; LOX, lipo-oxigenases; HETE,
acido hidroxieicosatetraendico; HPETE acido hidroperoxieicosatetraenoico; PG, prostaglandina; TX,
tromboxano; LT, leucotrieno. (Adaptado de CALDER et al., 2008)

A regeneracdo muscular se da pela ativagdo de células satélites (CS), que estdo
localizadas entre a lamina basal e o sarcolema (MAURO, 1961), cuja divisdo produzira
outras CS e progenitores miogénicos, também conhecidos como mioblastos. Contudo,
com a progressdao da doenga observa-se declinio da capacidade regenerativa dessas
células e as fibras musculares serdo substituidas por tecido fibro-adiposo (BLAU et al.,
1983; SACCO et al.,, 2010). Diversas teorias procuram justificar a diminui¢do da
capacidade regenerativa do musculo distrofico; a que parece ser mais aceita sugere que
ha exaustdo de CS devido aos ciclos repetitivos de degeneragdo e regeneragdo (BLAU
et al., 1983; SACCO et al., 2010).

Em resumo, a auséncia de distrofina ¢ considerada o fator primario da
fisiopatologia da distrofia muscular, promovendo a degeneragdo muscular. Eventos
secundarios, tais como a inflamacgdo e o estresse oxidativo, colaboram para a progressao
da doenga.

A autofagia, um dos temas de estudo desta tese, também figura como um evento

secundario e sera abordada a seguir.
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1.4 AUTOFAGIA

Nos ultimos 15 anos, houve crescente interesse cientifico na investigacao de
uma importante via bioldgica denominada “autofagia” (do grego "auto-comer"). A
descoberta dos genes envolvidos nessa via, inicialmente em leveduras e posteriormente
em mamiferos, permitiu a descrigdo de uma vasta gama de fungdes fisioldgicas e de
desenvolvimento, relacionadas a autofagia (MIZUSHIMA, YOSHIMORIM e LEVINE,
2010). A desregulacdo da autofagia contribui para um amplo espectro de doengas de
mamiferos (LEVINE e KROEMER, 2008; MIZUSHIMA et al,. 2008).

Autofagia ¢ um termo genérico para designar processos pelos quais materiais
citoplasmicos como organelas e produtos metabodlicos chegam aos lisossomos para
subsequente degradagdo (RUBINSZTEIN, 2006; LEVINE e KROEMER, 2008;
MIZUSHIMA et al, 2008). Existem trés tipos de autofagia: microautofagia,
macroautofagia e autofagia mediada por proteina acompanhante. O mais
extensivamente estudado ¢ a macroautofagia, muitas vezes referido apenas como
autofagia (MIZUSHIMA, YOSHIMORIM e LEVINE, 2010).

Mediante a indu¢do da via autofagica, um pequeno saco vesicular formado por
pequenas elongacdes de membrana, chamado de fagoforo, envolve uma porcdo do
citoplasma, resultando na formagao de uma organela especializada, de dupla membrana,
o autofagossomo (GIORGIO, 2014). A formagdo de autofagossomos ¢ controlada pelos
genes da familia ATG (AuTophaGy related Genes- genes relacionados com a autofagia)
e por LC 3 (microtubule-associated proteinl light chain 3). Em seguida, a membrana
externa dos autofagossomos funde-se com a membrana dos lisossomos formando o
autolisossomo, levando a degradacdo dos materiais anexos € da membrana
autofagossomica interna pelas enzimas hidrolases lisossomais (MIZUSHIMA,
YOSHIMORIM e LEVINE, 2010; GIORGIO, 2014).

As vias de sinalizacdo molecular que levam a autofagia sdo complexas e
reguladas por ATGs (HURLEY e SCHULMAN, 2014). Os ATGs estdao organizados em
cinco grupos funcionais, a saber: (i) O ATG 13 (Unc-51-like kinase: Ulk) (GANLEY et
al., 2009; HOSOKAWA et al, 2009; JUNG et al., 2010; KIM et al., 2011;
MIHAYLOVA e SHAW, 2011); (ii)) o ATG 14 (phosphatidylinositol 3 kinase: PI3)
(ITAKURA et al., 2008); (iii)) o complexo de ligagdo PI3- WIPI-1/2 (PROIKAS-
CEZANNE et al., 2004; VERGNE et al., 2009); (iv) o complexo de conciliacio ATG 5-
ATG 12 ativado por ATG 7 (MIZUSHIMA et al., 1998); (v) e o ATG 8 (LC 3)
(KABEYA et al., 2000). Estes complexos de proteina participam em fases especificas
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do processo autofagico: iniciacao (i), formagao (ii), alongamento (iii) e fechamento (iv)
da vesicula autofagica e fusdo do autofagossomo com o lisossomo (v) (MEHRPOUR et
al., 2010; AWAN e DENG, 2014), conforme ilustrado na figura 3.

Um dos principais mediadores da autofagia ¢ o alvo da rapamicina em
mamiferos (mTOR), que associado ao raptor (proteina reguladora associada ao mTOR),
a subunidade beta da proteina do tipo G (GBL) e ao PRAS40 (substrato de Akt rico em
prolina) formam um complexo multiproteico denominado mTORCI1. A atividade de
mTOR, um regulador negativo de autofagia, depende de varios sinais positivos,
incluindo normoxia, fornecimento de aminodacidos, energia e fatores de crescimento
(DE PALMA et al., 2014). Mediante a superestimulagdo por fatores de crescimento ou
nutrientes, como glicose ¢ aminoacidos a mTORCI1 regula negativamente o complexo
de iniciagdo macromolecular mediado pelo gene ATGI13, levando a supressdo da
autofagia (GANLEY et al., 2009; HOSOKAWA et al., 2009; WONG et al., 2013). A
principal via de sinalizagdo que controla a mTORCI ¢ o fosfatidilinositol 3-
quinases/Akt (PI3/Akt) ativada pela ligacdo de fatores de crescimento ou insulina aos
seus receptores da superficie celular. A Akt ativada, por sua vez, fosforila e inibe
complexo esclerose tuberosa 2 (TSC2) que ativa o complexo mTORC1 (LONG et al.,
2005; HUANG e MANNING, 2009), inibindo a autofagia. A mTOR também inibe o
fator de transcri¢do da familia Forkhead (cabega de garfo) pertencente a subclasse O3a
(FOXO3a), um importante fator de transcricdo presente no musculo que aumenta a
expressao de genes como ATG12, Ulkl, ATG4b e Gabarapll, responsaveis por ativar a
autofagia (MAMMUCARI et al., 2007; ZHAO et al., 2007).
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Figura 3- Via da autofagia
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Esquema da via da autofagia: alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR); UIK1: Unc-51-like kinase; P13:
phosphatidylinositol 3 kinase; FE: fosfatidiletanolamina. Elaborado pelo autor.

Dentre as proteinas relacionadas com a autofagia em mamiferos, a LC 3,
proteina homologa ao ATG8 encontrado em leveduras ainda tem sua fung¢ao estudada, e
estd presente na membrana do autolisossomo. A conjugacdo da LC 3 com outras
proteinas ATG resulta na sua ligagdo com fosfatidiletanolamina originando sua forma
lipidada (LC 3-11) (MIZUSHIMA, 2007). Como LC 3-II esta presente durante a fase
ativa do processo autofagico, ela ¢ considerada um importante marcador do fluxo
autofagico (MIZUSHIMA e YOSHIMORIM, 2004).

A relagdo da autofagia com doencas musculares surgiu da observacdo de que a
manipula¢do de modelos animais para desregular autofagia também levava a patologia
muscular (NEEL et al, 2013; SANDRI et al., 2013).

A autofagia estd constantemente ativa no musculo esquelético e o seu papel na
homeostase deste tecido ¢ complexo. Em niveis elevados, pode ser prejudicial e
contribui para perda de massa muscular. Em contrapartida, em niveis baixos pode

provocar fraqueza e degeneragdo muscular devido ao acimulo de proteinas e organelas

danificadas que culminam no aumento do estresse oxidativo (DE PALMA et al., 2014).
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Sugere-se que um desequilibrio da autofagia promova degeneragdo muscular (DE
PALMA et al., 2012). Foi demonstrado que algumas proteinas relacionadas a autofagia,
como a LC 3 e Akt (proteina quinase 2), apresentam-se alteradas em musculos de
camundongos mdx e de pacientes com DMD (DE PALMA et al., 2012; PETER e
CROSBIE, 2006). A proteina Akt, que esta relacionada com a inibi¢do do processo
autofagico, apresentou niveis elevados tanto em camundongos mdx durante os picos de
inflamacdo e mionecrose, quanto em pacientes com DMD (PETER e CROSBIE, 2006).
Congruente com esses resultados, os niveis de LC 3 apresentaram-se diminuidos nos
camundongos distréficos. A intensificacao do estresse oxidativo, o que ¢ observado na
distrofinopatia, estd relacionada com a diminui¢do da autofagia (DE PALMA et al.,
2012). Desta maneira, a reconstituicdo do processo autofagico representa um potencial
para novas terapias para a DMD.

Em suma, a autofagia esta diminuida em musculos distroficos, o que poderia
explicar, pelo menos em parte, a progressao da doenca, além de figurar como um
potencial alvo para novas terapias. No presente estudo, levantamos as seguintes
questoes:

1. Ser4 que diferencas na autofagia poderiam explicar o fato dos musculos
distroficos serem afetados em diferentes intensidades?

Para responder a esta questao, estudamos marcadores da autofagia em musculos
afetados em graus diferentes: diafragma e cardiaco (mais afetados) e quadriceps e
biceps (que apresentam melhor regeneracao).

i1. Sera que a autofagia ¢ regulada pela terapia classica com corticoides e
com outro anti-inflamatério, o omega-3?

Para responder a esta questdo, verificamos se o tratamento do camundongo
distréfico com o corticoide deflazacorte, combinado ou ndo ao dmega-3, altera os niveis
de marcadores da autofagia.

Previamente demonstramos que o Omega-3 melhorou a distrofinopatia no
camundongo mdx, atuando em varios aspectos, principalmente nos relacionados a
inflamacao (CARVALHO et al., 2013; FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2013;
FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2016). No presente trabalho, além de verificar o
efeito potencial do 6mega-3 na autofagia de musculos distréficos, também iremos
aprofundar sobre o mecanismo de acdo do 6mega-3 na distrofia muscular.

Desta forma, nos proximos paragrafos faremos breve descricio do dmega-3 e

seus efeitos, também na autofagia.
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Entretanto, visto a importancia dos corticoides (tal como o deflazacorte) para a
DMD, ja que sdo a terapia de escolha e todo paciente distrofico ird receber corticoide
em alguma fase da doenca, iniciaremos com o deflazacorte, reforcando a sua relevancia

em estudos pré-clinicos no camundongo mdx.

1.5 DEFLAZACORTE (DFZ)

Em 1974, Drachman e colaboradores propuseram o uso de esterdides como
forma de tratamento temporario e paliativo para pacientes com DMD, ressaltando os
efeitos colaterais e as variagcdes encontradas no prognoéstico da doenga mediante seu uso
(DRACHMAN et al., 1974). Desde entdo, muitos estudos tém sido realizados em
diversos paises empregando o tratamento com esterdides, embora ainda nao haja
consenso internacional sobre o regime mais eficaz com relacdo a droga e a dose
(ANGELINI e PETERLE, 2012) bem como sobre os mecanismos de a¢do do corticoide
no musculo distrofico.

Ha aproximadamente duas décadas, um grupo italiano foi o primeiro a testar o
deflazacorte (DFZ), uma oxazolidina derivada da prednisona, em pacientes com DMD.
Utilizaram 0,9 mg/kg/dia de DFZ que seria a dose equivalente a 0,75 mg/kg/dia de
prednisona, droga até entdo conhecida e utilizada como terapia da DMD (ANGELINI et
al. 1994; ANGELINI e PETERLE, 2012). Um estudo recente sugeriu o uso de DFZ,
demostrando que a mudanca entre as classes de corticdides durante o tratamento da
DMD traz prejuizos na cardiomiopatia (ABUTALEB et al., 2018).

O deflazacorte produz efeito anti-inflamatorio semelhante ao da prednisona,
porem, com menor risco de ganho de peso, fator que contribui para o aumento do
periodo de deambulagcdo (BONIFATI et al., 2000). Pacientes distroficos tratados com
DFZ apresentaram preservacdo da fungdo respiratoria e possivel prote¢do contra
desenvolvimento de cardiomiopatia em comparacdo com os individuos do grupo
controle, além de menor perda de massa ossea e redugdo da escoliose (BIGGAR et al.
2001). Varios estudos clinicos evidenciaram que o uso de deflazacorte promoveu
melhora da for¢a muscular e prolongamento da deambulacdo (ANGELINI et al. 1994;
BONIFATI et al. 2000; BIGGAR et al. 2001; HOUDE et al. 2008; McADAM et al.
2012.). Estudos em camundongos mdx revelaram que o uso de DFZ em longo prazo
também retarda a progressao de cardiomiopatia (SKRABEK e ANDERSON, 2001;
ACHER et al., 2006; CARVALHO et al., 2013;). Em 2016, a FDA (food and drug
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administration) aprovou o uso do DFZ nos Estados Unidos da América (HOFFMAN,
2019).

Embora a eficacia do uso de corticoides para tratamento da DMD ja seja
conhecida, o uso continuo desta classe de anti-inflamatorios acarreta alguns efeitos
colaterais, tais como aumento de peso, alteragdes na puberdade, osteoporose, dentre
outros (ANGELINI e PETERLE, 2012; WOOD et al., 2016), que afetam a qualidade de
vida do paciente. Assim, a busca por farmacos alternativos ou complementares ¢ de
grande relevancia para a terapia farmacologica da DMD (MANZUR et al. 2008;
BEYTIA et al. 2012; HOFFMAN,2019).

A dexametasona, conhecido farmaco corticosteroide, provocou aumento dos
niveis de LC 3-II em condrocitos durante regime terapéutico de curto prazo,
demonstrando aumento da atividade autofagica (LIU et al., 2014). A administracdo de
corticoides também aumentou a autofagia no tecido 6sseo (WANG et al, 2015; SHI et
al., 2015). Ja foi descrita a agdo do 6mega 3 e de corticoides no fluxo autofagico no
tecido conjuntivo, porém, ainda ndo ha estudos relacionando a agdo desses farmacos no
musculo estriado esquelético normal e distrofico (HSU et al., 2014; LIU et al., 2014;
SHI et al., 2015; WANG et al., 2015; WILLIAMS-BEY et al., 2014; ZHAO et al.,
2014; KOSKELA et al., 2016).

1.6 OMEGA 3 (Q3)

Os 4acidos graxos sdo acidos carboxilicos de cadeias longas de atomos de
carbono que se ligam a dtomos de hidrogénio e podem ser classificados em trés tipos:
saturado, monoinsaturado e poliinsaturado de acordo com o tipo e nimero de ligagdes
presentes entre os atomos de carbono. Os acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosaexaendico (DHA) sdo acidos graxos poliinsaturados em que a primeira ligagdo
dupla da molécula ocorre no terceiro atomo de carbono partindo-se do final da cadeia,
sendo por esse motivo denominados Q3, conforme ilustra a figura 4. Nao sdo
produzidos pelo organismo humano e, portanto, devem ser obtidos através da dieta. O
Q3 esta presente em castanhas e na linhaga, sendo o 6leo de peixe a principal fonte de

Q3 (JAMES et. al., 2000).
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Figura 4 — Omega 3
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Acidos eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA). Representados: CH3 (metil), O (oxigénio).
Elaborado pelo autor.

Virios estudos clinicos relataram beneficios com o emprego do Q3 em muitas
enfermidades, incluindo doengas cardiacas (HARPER et al., 2006; KH et al., 2019),
vasculares (SIMONETTO et al., 2019), epilepsia (SCHLANGER et al., 2002;
OMRANI et al., 2019), doenga inflamatoria do intestino (GURA et al., 2019), e
caquexia associada ao cancer (BABCOCK et al., 2000; FREITAS e CAMPOS, 2019).
O EPA, isoladamente, também foi eficaz na inibi¢do do fator de transcrigdao fator
nuclear kappa B (NF-kB) (BABCOCK et al. 2000), reducao da produgdo de TNF-a por
macrofagos (BABCOCK et al., 2002) e para evitar os efeitos prejudiciais do TNF-a
durante a diferenciagdo do musculo esquelético in vitro (MAGEE et al., 2008).

Com relacdo aos efeitos do Q3 na autofagia, um estudo demonstrou que o EPA
protege o musculo cardiaco, atenuando o estresse oxidativo induzido por apoptose de
mioblastos, através da ativagdao da autofagia (HSU et al., 2014). O EPA, aumentando a
autofagia também impediu a degeneracdo macular relacionada ao envelhecimento
(KOSKELA et al., 2016). O Q3 também exerceu efeitos protetores em hepatdcitos
através da inducgdo de autofagia, inibindo o acimulo de lipidios (CHEN et al., 2015). A
administracdo de DHA in vitro reduziu a inflamagdo através da supressao de NF-kB,
com reducdo os niveis de IL-1 beta e ativacdo da autofagia (WILLIAMS-BEY et al.,
2014).

No organismo, o EPA atua gerando eicosanoides da série impar, que sdo anti-
inflamatérios, € na diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a. O
mecanismo de acdo do EPA na diminui¢do dos niveis desta citocina ndo estd muito
esclarecido. Uma hipoétese € que ele diminui a transcri¢do do gene do TNF-a através da
redu¢do da translocagdo de NF-kB. Os efeitos de protegdo do EPA podem estar

relacionados com a sua habilidade de modular as respostas inflamatorias e
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imunologicas. O EPA inibe a dissociacdo entre IkB (proteina inibitoria) e NF-kB,
impedindo que este ultimo seja translocado para o nucleo, inibindo a transcri¢do do
gene do TFN-a (BABCOCK et. al., 2000; MACHADO et al. 2011).

O DHA ¢ um 4acido graxo poliinsaturado presente em membranas. Esse acido
graxo influencia as propriedades biofisicas de membranas, tais como fluidez e
capacidade de deformagdo (JUDE et al., 2006; TUAZON ¢ HENDERSON, 2012).

Estudos em nosso laboratorio (MACHADO et al., 2011; FOGAGNOLO
MAURICIO et al., 2013) demonstraram que o EPA purificado ou a combinagio de EPA
com DHA em camundongos mdx na fase inicial da doenca, melhorou a distrofinopatia
ao promover a estabilidade do sarcolema, talvez como resultado da incorporagdo do
DHA na membrana. Tal incorpora¢dao também pode proteger a fibra distréfica contra o
aumento do influxo de calcio, naturalmente observado nessas fibras, possivelmente por
efeitos diretos do DHA nos canais de cdlcio da membrana. Observou-se ainda que o
omega 3 reduziu os niveis de TNF-a e 4-hidroxinonenal (4-HNE), além de diminuir a
mionecrose ¢ as areas com infiltrado inflamatério (FOGAGNOLO MAURICIO et al.,
2013).

1.7 RECEPTORES ASSOCIADOS A PROTEINA G

A busca por novos alvos para farmacos que tratem levou a descoberta de
receptores acoplados a proteina G, formados por sete hélices transmembranares, da
familia de receptores serpenteantes, também chamados de receptores de 4cidos graxos
livres (free fatty acid receptor-FFAR), como o GPR-40 e GPR-120 (BRISCOE et al.,
2016; CORNALL et al., 2013). O uso de agonistas para estes receptores foi eficiente na
diminui¢do da inflamacdo em véarios parametros sistémicos analisados, aumentando os
niveis destes receptores nos diferentes tecidos estudados (CHESHMEHKANI et al.,
2015; LIU et al., 2015).

A literatura sugere que a ativacdo de GPR120 causa a inibicdo de NF-kB,
inibindo os efeitos inflamatorios modulados por este fator de transcricdo, conforme
ilustra a Figura 5 (MONIRI, 2016). Desta forma, os agonistas para esses receptores sao
uma nova opgao terapéutica a ser explorada. Tais receptores encontram-se distribuidos
em diferentes tecidos, inclusive no musculo esquelético (CORNALL et al., 2013). Uma
vez que sao receptores especificos para acidos graxos livres, os acidos graxos da familia
do Q3 representam ligantes potentes para este receptor (HIRASAWA et al., 2005; OH

et al., 2010). Ressalte-se que bloqueadores especificos para os receptores de acidos
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graxos livres foram descritos e utilizados em diferentes tecidos, fato este de relevancia
para compreender o mecanismo de acdo de diferentes farmacos (CHESHMEHKANTI et
al., 2015; DRAGANO et al., 2017; HIDALGO et al., 2017; KATO et al., 2019,
MOONWIRIYAKIT et al., 2019).

No presente estudo iremos avaliar os efeitos do dmega 3 (EPA+DHA) nos niveis
dos receptores GPR-40 e GPR-120, que tém sido sugeridos como alvos terapéuticos
para doengas inflamatoérias (CORNALL et al, 2013; CHESHMEHKANI et al., 2015;
LIU et al., 2015).

Em resumo: diversos estudos, abordando diferentes patologias, demonstraram
que o Omega-3 atua através de receptores de acidos graxos ligados a proteina G.

No presente estudo levantamos as seguintes questoes:

1. sera que musculos distroficos apresentam alteragdes no niveis destes

receptores, visto que sao de membrana, e, desta forma, possivelmente

afetados pela falta de distrofina?

il. sera que o Omega-3 altera os niveis destes receptores em musculos
distréficos?
1ii. O bloqueio destes receptores com antagonistas especificos (GW1100 e

AH7614) ira inibir os efeitos anti-inflamatdrios do d6mega-3 observados
no musculo distréfico?
Para responder a estas questdes, estudamos os niveis dos receptores GPR 40 e
GPR 120 em diferentes musculos distréficos de camundongos mdyx, tratados ou ndo com

omega-3 e com bloqueadores dos receptores de acidos graxos.
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Figura 5- Vias anti-inflamatorias do GPR120
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Vias anti-inflamatérias de sinalizagdo do GPR120 em macréfagos. A ativagdo de GPR120 causa a
interacdo da TAK1 e sua proteina de ligacdo TABI (proteina de ligagdo ao TAK1), ativando o complexo
TAKI1. O TAK1 ativo fosforila a IkkB-quinase-b, que depois fosforila o IKB (inibidora de NF-kB),
deixando de inibir NF-kB. Perdendo o inibidor, o NF-kB promove processo inflamatério aumentando da
expressdo de mediadores como TNF- a, IL-1b, COX2. O agonismo do GPR120 leva ao recrutamento de
B-arrestina-2, que sequestra TABI1, inibindo assim sua interagdo com TAKI. A perda dessa interagdo
também inibe a ativacdo de NF-kB. Além disso, a B-arrestina-2 dependente de GPRI120 inibe a
sinalizacdo de AKT, mais uma vez, inibindo a ativacdo de NF-kB, promovendo efeitos anti-inflamatorios.
Finalmente, a ativacdo da ativagdo do GPR120, facilita a sintese de PGE2 dependente de ERK 1/2, que

pode entdo agir através de receptores de prostaglandina EP4 para inibir os efeitos inflamatorios
modulados por NF-kB (Adaptado de MONIRI, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVOS PRINCIPAIS:
2.1.1 Autofagia

-Verificar os niveis de marcadores de autofagia em diferentes musculos
distréficos (coragdo, diafragma, biceps e quadriceps).

-Verificar se os beneficios obtidos com Omega-3 ¢ DFZ, previamente descritos no

camundongo mdx, envolvem alteragdes de marcadores da autofagia.

2.1.2 Mecanismo de acio do omega-3

-Verificar se os niveis de receptores de acidos graxos (GPR 40 e GPR 120) no
coracdo e diafragma distroficos estdo alterados pela falta de distrofina.

-Verificar se o tratamento com Omega-3 afeta os niveis de receptores de acidos
graxos nos musculos distroficos (coracao, diafragma).

-Verificar se o bloqueio dos receptores GPR40 e GPR120 em miusculos

distroficos inibe os efeitos benéficos do Omega-3 na distrofia muscular.

2.2 OBJETIVOS COMPLEMENTARES:

Aproveitando o tratamento farmacologico realizado no presente estudo,
complementamos nossos trabalhos anteriores com dados funcionais de maior amplitude
e analises do figado, visando uma analise toxicoldgica inicial das terapias.

Andlise funcional: Verificar os efeitos do tratamento com 6mega 3 e/ou DFZ no
comportamento exploratorio (open field), na manutengdo do equilibrio (rotarod), na
forca muscular (grip strength, fio metalico, grade invertida) e em fatores metabolicos
(consumo de O2 e producao de CO2).

Andlise toxicologica: Verificar se a terapia com omega 3 e/ou DFZ resulta em

alteragdes hepaticas morfologicas ou bioquimicas (analise de efeitos toxicos colaterais).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos de ambos os sexos, da linhagem mdx e da
linhagem controle C57BL/10. 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 padrao (28,5cm de
comprimento, 18cm de largura e 13cm de altura) em ambiente controlado (23° C, 12
horas de ciclo claro/escuro) com ragdo Nuvilab CR-1 (Nuvital, Parana, Brasil) e dgua ad
libitum. O uso de animais para o presente trabalho estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacio Animal, sob protocolos n°4585-1/2017 e n°5282-1/2019
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de

Campinas (Anexos A e B).

4.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.1.1 Estudo da autofagia
Para o estudo da autofagia, iniciamos os tratamentos aos trés meses de idade. Os
tratamentos ocorreram trés vezes por semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira)

durante cinco meses, via gavagem, conforme descrito abaixo e exposto na tabela 1.

e Grupos tratados com Nujol
Os camundongos da linhagem C57BL/10 e mdx foram tratados com 6leo mineral
de acordo com o regime de tratamento proposto acima (Nujol, Mantecorp, Sao Paulo,
Brasil). Tal tratamento ndo apresenta efeito farmacologico algum sobre a fisiologia do
animal, sendo realizado apenas para equiparar o estresse do procedimento de gavagem

entre os grupos (FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2013).

e Grupo tratado com Q3
Os camundongos distroficos foram tratados com o6leo obtido das capsulas de
Omega-3 EPA 1000mg (Fabricado por FDC vitamins, Inc., Miami, Florida, EUA.
Importado e distribuido exclusivamente por Fedco Ind. Ltda.), sendo que receberam
300mg/kg de dmega 3 contendo 0,4g de EPA, 0,2g de DHA, 2mg de vitamina E, 0,9g
de proteinas, 2,0g de gorduras totais, 0,4g de gordura saturada, 0,0g de gordura trans,
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0,0g de gordura monossaturada e 1,0g de gordura poliinsaturada (FOGAGNOLO
MAURICIO et al., 2013).

e Grupo tratado com DFZ
Os camundongos distroficos foram tratados com 1,2 mg/kg de DFZ (Pharma

Nostra, Brasil) em meio aquoso via gavagem (PEREIRA et al., 2017).

e Grupo tratado com associacao de Q3 e DFZ

Os camundongos distréficos foram tratados com o6leo obtido das cépsulas de
Omega-3 EPA 1000mg (Fabricado por FDC vitamins, Inc., Miami, Flérida, EUA.
Importado e distribuido exclusivamente por Fedco Ind. Ltda.), sendo que receberam
300mg/kg de dmega 3contendo 0,4 g de EPA, 0,2g de DHA, 2 mg de vitamina E, 0,9¢
de proteinas, 2,0 g de gorduras totais, 0,4g de gordura saturada, 0,0g de gordura trans,
0,0g de gordura monossaturada e 1,0g de gordura poliinsaturada (FOGAGNOLO
MAURICIO et al., 2013). Concomitantemente, estd sendo administrado 1,2 mg/kg de
DFZ (Pharma Nostra, Brasil) em meio aquoso (PEREIRA et al., 2017).

Tabela 1: Distribuicdo de animais, tratamentos e analises realizadas para o estudo da

autofagia.
Linhagem (n) Tratamento (via) Analises realizadas
Inicio: 3 meses
Término: 8 meses
C57BL/10 (10) Nujol (gavagem) -Funcionais (n=10): Open
Field, RotaRod,
mdx (10) Nujol (gavagem) gripstrenght, suspensdao em
fio metalico, grade invertida
mdx (10) DFZ (gavagem) e calorimetria indireta.

-Marcadores da autofagia

mdx (10) Q3 (gavagem) (n=35): western blot;
-Histologia (n=5);

mdx (10) DFZ+Q3 (gavagem) -Toxicologia (n=10):
histologia do figado e

marcadores hepaticos.
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3.1.2 Estudo dos receptores de acidos graxos

Para o estudo dos receptores de acidos graxos, iniciamos os tratamentos aos trés
meses de idade. Os tratamentos ocorreram em dias alternados durante um meés,
conforme descrito abaixo e exposto na tabela 2. Este periodo foi escolhido pelo fato do
omega-3 ser, principalmente, um anti-inflamatorio, pelo fato da inflamagao predominar
nos estagios mais iniciais da distrofinopatia e por termos larga experiéncia com o uso do
omega-3 nesse periodo. Consideramos que, nessas condi¢des, detectariamos com maior
facilidade se os bloqueadores dos receptores de acidos graxos (que nunca foram usados

antes no animal distr6fico) inibiriam ou nao os efeitos do 6mega-3.

e Grupos tratados com Nujol
Os camundongos da linhagem C57BL/10 e mdx foram tratados com 6leo mineral
de acordo com o regime de tratamento proposto acima (Nujol, Mantecorp, Sdo Paulo,

Brasil).

e Grupo tratado com Q3

Os camundongos distroficos foram tratados com 6leo obtido das capsulas de
Omega-3 EPA 1000mg (Fabricado por FDC vitamins, Inc., Miami, Flérida, EUA.
Importado e distribuido exclusivamente por Fedco Ind. Ltda.), sendo que receberam
300mg/kg de 6mega 3 contendo 0,4g de EPA, 0,2g de DHA, 2mg de vitamina E, 0,9g
de proteinas, 2,0g de gorduras totais, 0,4g de gordura saturada, 0,0g de gordura trans,
0,0g de gordura monossaturada e 1,0g de gordura poliinsaturada (FOGAGNOLO
MAURICIO et al., 2013).

e QGrupos tratados com Dimetilsulfoxido (DMSO)
Os camundongos da linhagem mdx receberam 0,1ml de DMSO (99,9%, Sigma,
lote 0001433649) via intraperitoneal conforme exposto na tabela 2. O DMSO foi o
diluente utilizado para preparo dos antagonistas GW1100 e AH7614. A literatura sugere
que este diluente pode apresentar efeito anti-inflamatorio (SOMA et al., 2018), fato que
justifica a necessidade de um grupo tratado apenas com DMSO para observagdo e

normalizacao dos efeitos que observamos.
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e Grupos tratados com salina
Os camundongos da linhagem C57BL/10 e mdx receberam 0,Iml de soro
fisiologico 0,9% via intraperitoneal conforme exposto na tabela 2. Tal tratamento ndo
apresenta efeito farmacologico algum sobre a fisiologia do animal, sendo realizado
apenas para equiparar o estresse do procedimento de injecdo intraperitoneal realizados

nos grupos que receberam os bloqueadores.

e Grupos tratados com GW1100
Os camundongos da linhagem mdx receberam 0,1ml de solu¢do contendo 1
mg/kg de GW1100 (Cayman Chemical, CAS306974-70-9) diluido em 0,Iml DMSO
(99,9%, Sigma ) via intraperitoneal (i.p.) conforme exposto na tabela 2. O GW110 ¢ um

antagonista especifico do receptor GPR40.

e Grupos tratados com AH7614
Os camundongos da linhagem mdx receberam 0,1ml de solucdo contendo 2,5
mg/kg de AH7614 (Cayman Chemical, CAS6326-06-3) diluido em 0,Iml DMSO
(99,9%, Sigma) via intraperitoneal (i.p.) conforme exposto na tabela 2. O AH7614 ¢ um
antagonista especifico do receptor GPR120.

Tabela 2: Distribuicdo de animais, tratamentos e analises realizadas para o estudo dos

receptores de acidos graxos.

Linhagem (n) Tratamento (Via) Analises realizadas
Inicio: 3 meses
Término: 4 meses
C57BL/10 (10) | Nujol (gavagem) + salina (IP) -Marcadores da inflamacdo e
mdx (10) Nujol (gavagem) + salina (IP) receptores de d4cidos graxos
mdx (10) Nujol (gavagem) + DMSO (IP) (n=5): western blot;
mdx (10) Q3 (gavagem) + salina (IP) -Histologia (n=5);
mdx (10) Q3 (gavagem) + AH7614 (IP) -Estudo complementar (n=10):
mdx (10) Q3 (gavagem) + GW1100 (IP) Open field, avaliagdo da
mionecrose €  marcadores
hepaticos.
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4.3. MASSA CORPORAL
Para todos os grupos analisados, nas duas etapas do estudo, foi realizada a
medida da massa dos camundongos antes do inicio e apods o final do tratamento. Para tal

foi utilizada uma balanga modelo AS2000C (Marte balangas e equipamentos®).

3.4 TESTES FUNCIONAIS

Na primeira etapa do estudo, foram realizados testes funcionais em todos os
animais de cada grupo, para avaliagdo de diferentes grupos musculares e de
coordenagdao motora. Os testes foram realizados em dois momentos do experimento:
pré-tratamento: antes de comegar o tratamento farmacologico e poOs-tratamento: na
semana seguinte ao término dos tratamentos. Alguns dos protocolos operacionais serdo
padronizados tendo como base as diretrizes contidas no TREAT-NMD (Disponivel em:

http://www.treat-md.edu/activities/treatment/html).

3.4.1 Medida de forc¢a

(protocolo de referéncia em TREAT-NMD: DMD_ M. 2.1.001)

Os camundongos de cada grupo tiveram a forca obtida no inicio e fim do
tratamento. A forca foi quantificada no aparelho de medida de forca horizontal
(Gripstrength; Newprimer®). Os animais foram estabilizados pela cauda e estes, com as
patas dianteiras, seguraram uma tela de nylon ligada a um transdutor, que transmitiu a
forca de contracdo dos musculos para o aparelho. O pico de forga de cinco tentativas,
em quilogramas, mostradas no display do aparelho, foram colhidas e utilizadas para
composicdo da média de cada animal, sendo o resultado final expresso em Kg/forca

(MESSINA et al, 2009).

3.4.2 Avaliacio da atividade locomotora espontinea (open-field test)

(protocolo de referéncia em TREAT-NMD: DMD_M. 2.1.002).

O teste do campo aberto ¢ amplamente utilizado em pesquisa experimental para
verificagdo comportamental ao efeito de drogas. O aparato de avaliagdo consiste em
uma caixa de madeira compensada branca medindo 45cmx60cm (dividido por linhas
brancas em 12 quadrantes, cujos quadrados possuem 15cm X 15c¢m), suas paredes
possuem 40 cm de altura. Os animais foram aclimatados no laboratorio uma hora antes
do teste e o niimero de cruzamentos atravessados (crossing) com todas as patas foi

contado cumulativamente durante seis minutos (MANNING et al, 2014).


http://www.treat-md.edu/activities/treatment/html
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Camundongos de ambas as idades e grupos experimentais foram submetidos ao open-
field test antes do inicio e ao final dos tratamentos propostos. Na segunda etapa do

estudo, o teste do campo aberto foi realizado apenas ao final dos tratamentos.

3.4.3 Avaliacao de locomoc¢ao forcada em cilindro giratorio (rotarod test)

O teste Rotarod trata-se de um método eficiente na avaliagdo de pardmetros de
coordenacao motora e equilibrio (RESENDE-PINTO e KO, 2012). Os animais de todos
os grupos foram testados no aparelho automatizado modelo EFF 412, Insight, Brasil
(Laboratério de Regeneracdo Nervosa, Depto. Biologia Estrutural e Funcional, 1B,
Unicamp). Consiste em uma caixa de acrilico que possui um cilindro de 8§ cm de
diametro instalado transversalmente a aproximadamente 20 cm do chao, e que ¢
mantido em rotagdo. A caixa ¢ dividida em 4 baias, de aproximadamente 10 cm de
largura, permitindo a andlise de 4 animais simultaneamente. O aparelho possui um
sensor de queda no chdo de cada baia que para automaticamente o crondmetro acoplado
quando o animal cai e fica registrada a laténcia de queda de cada animal.

Os animais foram colocados num cilindro que foi rodado a uma velocidade
constante de 5 rpm durante 10 segundos. Os animais receberam apenas trés tentativas.
Apds o tempo de aclimatizacdo de 10 segundos, o cilindro foi acelerado gradativamente
durante 6 minutos, elevando a sua velocidade de rotagdo de 5 rpm para um méximo de
37 rpm, onde a velocidade do cilindro aumentava gradativamente de maneira
automatica (fase 1: Srpm; fase 2: 8,6 rpm; fase 3: 12,1 rpm; fase 4: 15,7 rpm; fase 5:
19,2 rpm; fase 6: 22,8 rpm; fase 7: 26,3 rpm; fase 8: 29,9 rpm; fase 9: 33,4 rpm; fase 10:
37rpm). O aparelho possui um indicador luminoso que mostra a progressdao das fases
que também sdo contabilizadas na queda do animal. Cada teste possui 4 trials,
separados por intervalos de 15 minutos entre eles. Em cada sessdo, calculou-se a média

da laténcia de queda e a média da fase em que ocorre (4 trials).

3.4.4 Teste de retencao de quatro membros (four limb hanging test)

(protocolo de referéncia em TREAT-NMD: DMD_M. 2.1.005).

O teste de retengdo de quatro membros foi realizado para demonstrar o
comprometimento neuromuscular e coordena¢do motora. Este teste permite uma medida
de resultado eficiente e confidvel para a avaliacao de efeitos de compostos terapéuticos
potenciais sobre a forca muscular. Os camundongos foram colocados numa malha de

metal (grade com 3,3mm de didmetro, 35 cm de comprimento e 22 cm largura) a qual
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foi virada de cabeca para baixo 35 cm acima de uma gaiola com cama de maravalha que
garante pouso suave apés a queda. Foram realizados 3 trials, com intervalo de 15
minutos entre eles, e o tempo de suspensdo de cada animal foi registrado com o auxilio
de um crondmetro (VAN PUTTEN, 2012).

O procedimento mede o tempo de suspensao em segundos, bem como o impulso
fisico, o qual representa a minima retencdo que foi exercida para se opor a forca
gravitacional.

Para obtencao do impulso fisico (IF), além da massa corporal e do tempo de
suspensdo, ¢ considerada a forga gravitacional, relacionando estes parametros da

seguinte maneira:

Massa Corporal (gr) x Forca Gravitacional (0.00980665 N/gr) x Tempo de

suspensio (seg)

Apbs a obtencao do IF de cada trial, o resultado foi calculado através da seguinte

férmula:

IF do primeiro trial x IF de maior valor x media dos trés IF

3

3.4.5 Teste de suspensao do fio metalico (hanging wire test)

(protocolo de referéncia: TREAT-NMD:DMD_ M.2.1.004)

O teste de suspensdo de fio metdlico pode ser usado para avaliar o a fungao
muscular e a coordenagdo motora em modelos experimentais de doengas
neuromusculares (Rafael, Nitta, Peters, e Davies, 2000). O teste consiste em deixar o
camundongo suspenso utilizando-se das duas patas dianteiras em um fio metalico (2mm
de diametro e 35cm de comprimento) suspenso 35¢cm acima de uma gaiola com cama de
maravalha que garante pouso suave apds a queda. Foram realizados 3 trials, com
intervalo de 15 minutos entre eles, e o tempo de suspensdo de cada animal foi registrado

com o auxilio de um crondmetro.
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Para obtencao dos resultados foram utilizados a massa corporal e o tempo de

suspensdo da seguinte maneira:

Impulso (g/s) = Massa Corporal (g) x Tempo de suspensao (seg)

3.4.6 Calorimetria indireta

Os camundongos foram alojados individualmente em caixas metabolicas mantidas
a 21°C em ciclo de 12 horas de claro/escuro, utilizando um sistema de calorimetria
indireta de circuito aberto controlado por software (Oxylet M3 system; PanLab/Harvard
Apparatus, Laboratorio de Multiusuarios, Depto. de Biologia Estrutural e Funcional, IB,
Unicamp) com fluxo de ar de 0,6 L/min. Apds a adaptacdo ao ambiente da camara
metabolica durante 10 h, os parametros metabdlicos como o consumo de oxigénio
(VO2), o consumo de dioxido de carbono (VCO2) e a relacdo de troca respiratoria

(VCO2 / VO2) foram avaliados durante 48 h (HUI X et al., 2009).

3.5 ANALISE DE CREATINA QUINASE TOTAL (CK) E CARDIACA (CK-MB)
NO PLASMA SANGUINEO

A quantificagdo de CK e CK-MB no plasma sanguineo ¢ um indicador do
processo de mionecrose no musculo esquelético e cardiaco, respectivamente. A
isoenzima MB esta presente no musculo cardiaco, € € um importante marcador utilizado
clinicamente para o diagnostico de infarto agudo do miocardio. Nas duas etapas do
estudo, para coleta de sangue, os animais foram eutanasiados através de
aprofundamento de anestésico composto por uma mistura de cloridrato de cetamina
(130mg/kg Francotar, Virbac, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/kg,
2%, Virbaxyl, Virbac), por via intraperitoneal. Apods anestesia foi realizada toracotomia
com exposicao do coragdo, e no ventriculo direito foi realizada puncao utilizando-se
uma agulha com seringa contendo anticoagulante. Aproximadamente 1 ml de sangue foi
aspirado e transferido para um ependorf. Em seguida, o sangue foi centrifugado
(centrifuga refrigerada Sigma® 3-18k) nas seguintes condi¢des: 3000 RCF (forga
centrifuga relativa a aceleracdo da gravidade), 4°C por 15 minutos, separando-se o
plasma dos elementos Figurados. O plasma sobrenadante foi utilizado para analise. Para
quantificagdo da CK e CK-MB foram utilizados, respectivamente, os Kits CK-NAC e
CK-MB da Bioliquid®. As absorbancias das amostras foram lidas a 37°C utilizando-se

espectrofotometro (EPOCH 2 TC, BioTek Instruments) com comprimento de onda de
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340 nm e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Os valores foram expressos

em U/L.

3.6 ANALISE DAS ENZIMAS HEPATICAS ALANINA AMINOTRANSFERASE

(ALT) E ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)

A partir da obtencdo do plasma sanguineo, conforme descrito no item 3.5, para
quantifica¢gdo das enzimas ALT e AST foram utilizados, respectivamente os Kits
Alanina GPT (ALT) e GOT (AST), ambos da Bioliquid®. As absorbancias das
amostras foram lidas a 37°C utilizando-se espectrofotometro (EPOCH 2 TC, BioTek
Instruments) com comprimento de onda de 340nm e cubetas de quartzo de 1 cm de

caminho oOptico. Os valores foram expressos em U/L.

3.7 OBTENCAO DOS MUSCULOS PARA ANALISE MORFOLOGICA

Apbs a coleta de sangue para quantificagdo das enzimas citadas nos itens 3.5 e
3.6 foi realizada perfusdo vascular com inje¢do de 10 ml de PBS em ventriculo
esquerdo, obedecendo-se o trajeto da circulacdo sistémica. Uma pequena incisdo foi
realizada no atrio direito para ejecdo do sangue remanescente na circulacdo. Em
seguida, os musculos diafragma, biceps braquial, quadriceps femoral e o coragdo 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
os musculos foram retirados do nitrogénio e armazenados a -80°C em Biofreezer
(BioFreezer Jouan, VX380). Para obtencao dos cortes histologicos, os musculos foram
descongelados por aproximadamente 30 minutos até atingirem a temperatura de -26°C e
seccionados transversalmente na espessura de 8um utilizando criostato (Leica
CM1860). Foram utilizados cinco animais de cada grupo. Os cortes foram realizados no
terco médio do comprimento de cada musculo, em trés pontos distanciados em
aproximadamente 300um e posteriormente foi realizada a média das medidas obtidas
nas trés secg¢oes. Foram quantificadas as areas ocupadas por fibras com nucleo central e
periférico, além de 4rea de inflamacgdo e fibrose, utilizando a ferramenta “poligono” do

Software Image Pro Plus 6.0.

3.7.1 Preparo dos musculos para a coloracio de Hematoxilina e Eosina (HE)
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Os cortes congelados foram inicialmente fixados com solucao de Bouin por trés
horas e em seguida, imersos em etanol durante duas horas. Apos esta etapa, as laminas
foram lavadas em 4gua corrente por dez minutos e os cortes corados com hematoxilina
de Harris e em seguida, com eosina. Posteriormente, os cortes foram desidratados em
séries de etanol e diafanizados em xilol e as laminas foram montadas com uso de
Entellan e laminulas para posterior observacdo em microscopia de luz. Para esta
coloracdo foram quantificadas as dareas com presenga de infiltrado inflamatorio,
evidenciada pela presenga de células polimorfonucleares, assim como a area de fibras

regeneradas, indicada pelas fibras com nucleo central (BRIGUET et al., 2004).

3.7.2 Preparo dos musculos para a coloracido de Tricromico de Masson (TM)

Os cortes dos musculos diafragma e coragdo foram inicialmente fixados com
solugdo de Bouin por trés horas e em seguida, imersos em etanol durante duas horas.
Ap0s esta etapa, as laminas foram lavadas em agua corrente por dez minutos e corados
com hematoxilina de Harris por cinco minutos. Apos este periodo, as laminas foram
lavadas novamente em agua corrente e imersas em solu¢do de Masson por 15 minutos.
As laminas foram entdo banhadas em solucdo de 4acido acético a 0,2% e rapidamente
mergulhadas em solucdo de azofloxina (AFO) por cinco minutos e em seguida, em
solugdo de verde luz (light green) por 30 segundos. Apds esta etapa, os cortes foram
banhados em 4acido acético a 0,2% para serem submetidos a desidratagdo em série de
etanol e a diafanizacao com xilol. As laminas foram montadas com Entellan e os cortes
observados em microscopio de luz e submetidos a morfometria. Para esta coloragdo foi

quantificada area ocupada por tecido conjuntivo, indicativo de fibrose.

3.8 PESO RELATIVO DOS ORGAOS

Imediatamente apos a eutanasia, o coracao e figado foram retirados e pesados em
uma balanga eletronica de precisdo (modelo EK-2000G — AND). O peso relativo dos
orgaos foi calculado como a razdo entre o peso dos 6rgdos 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. Desta forma, esta avaliagdo comparativa entre os
animais submetidos ao tratamento em relagdo ao grupo controle podera indicar ou nao
alguma alteracdo (KYSELOVA et al., 2003). O peso relativo dos 6rgaos foi calculado
como a razdo entre o peso dos 6rgdos e o peso corporal.

3.9 QUANTIFICACAO PROTEICA PELA TECNICA DE WESTERN BLOT
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Foi verificado se o tratamento proposto alterou a quantidade de proteinas
relacionadas a autofagia (LC 3, FOXO3a, mTOR, akt), inflamagdo (NF-kB e TNF-a) e
receptores de acidos graxos (GPR40 e GPR120). Os valores foram normalizados com a
proteina gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (GAPDH). Para isso, foram utilizados

cinco animais de cada grupo.

3.9.1 Preparo do extrato total

Ap6s o término dos tratamentos, os animais foram eutanasiados e foi realizada
perfusdo vascular com PBS conforme apresentado nos itens 3.5 e 3.6, e os musculos
diafragma, biceps braquial, quadriceps femoral e o coracdo foram retirados. Tais
musculos foram seccionados em pequenos fragmentos e homogeneizados por 30
segundos em velocidade maxima (homogeneizador Polytron PTA 20S modelo PT10/35;
Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) com 2 ml de solugdo tampao a 4°C
(Triton X-100 1%, tris-HC1 100mM [pH 7,4], pirofosfato de sddio 100mM, fluoreto de
sodio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1mg/ml
de aprotinina). Os extratos foram entdo centrifugados a 11000 rpm, a 4°C por 30
minutos, sendo o sobrenadante utilizado para analise do extrato total. A quantificagdo

proteica total foi realizada pelo método de Bradford (1976).

3.9.2 Quantificacido das proteinas

As amostras do extrato proteico foi adicionado tampdo Laemmli (azul de
bromofenol 0,04 mg/ml eTris-HCI 0,12 M, glicerol 20%, SDS 2% e B-mercaptoetanol
0,28 M) e aquecidas por 5 minutos a 100°C. Em seguida, 60ug de proteina foram
aplicados em gel SDS-poliacrilamida 8-15% em aparelho para eletroforese (mini-
Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). A eletrotransferéncia do gel para
a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120 V em aparelho de
transferéncia (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). As
membranas foram incubadas com solugdo basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sodio
150 mM e Tween-20 0,02%) com os respectivos anticorpos primarios a 4°C, durante 12
horas. Apds este periodo as membranas foram lavadas por 30 minutos com solucao
basal, para depois serem incubadas com anticorpos secundarios, diluidos em 10 ml de

solucdo basal por duas horas, em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas
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foram lavadas por 30 minutos com solucao basal. As diluigdes dos anticorpos primarios
e secundarios foram definidas de acordo com a marcagao obtida.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solucao
de quimiluminescéncia (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce
Biotechnology, Rockford, Illinois, USA) por 5 minutos, seguida de exposi¢ao no G-Box
A deteccdo das bandas imunofluorescentes e a quantificacdo foram realizadas no
aparelho G-Box Chemi pelo software de aquisi¢do de imagem GeneSnap (Syngene,
Maryland-EUA). As densidades das bandas foram quantificadas pelo software de
analise GeneTools (Syngene, Maryland-EUA).

3.9.3 Anticorpos Primarios

e FOXO03a (rabbit anti-rabbit; Cell Signaling, Santa Cruz, California, USA);

e Akt (rabbit monoclonal; Cell Signaling. Santa Cruz, California, USA);

e LC 3 (mouse monoclonal; Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA);

e mTOR (rabbit monoclonal; Cell Signaling. Santa Cruz, California, USA);

e NF-kB (rabbit/goat polyclonal; Santa Cruz Biotechnology, California, USA);
e TNF-a (rabbit anti-mouse polyclonal antibody; Millipore, Darmstadt, DEU);
e GPR40 (rabbit polyclonal; BOSTER, Pleasanton, California, USA);

e GPR120 (rabbit polyclonal; ABCAM, USA);

e GAPDH (mouse monoclonal; Santa Cruz Biotechnology, California, USA).

3.9.4 Anticorpos Secundarios

IgG rabbit e mouse conjugados a peroxidase, correspondente do anticorpo

primario (KPL, Gaithersburg, Maryland, USA).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Para verificagdo da normalidade e da homocedasticidade dos dados foi utilizado
o teste Shapiro-Wilk. Todos os resultados foram apresentados como média + desvio
padrao. A comparagdo entre trés grupos foi realizada através de andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls quando apresentou
apenas uma variavel e andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pos-
teste de Sidak quando apresentou duas varidveis. Em todas as analises, os valores de P
foram considerados estatisticamente significativos quando inferiores a 0,05 (P<0,05).
Para todos os célculos estatisticos foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 6.01

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
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5 RESULTADOS
5.1 RESULTADOS REFERENTES AO ESTUDO DA AUTOFAGIA:
CARACTERIZANDO O MODELO

5.1.1 Analises funcionais

5.1.1.1 Medida de forca

Comparando as medidas de forca obtidas antes do inicio do tratamento com as
obtidas apds o término do tratamento de cada grupo estudado, notou-se que o animal
normal (C57BL/10) ndo apresentou mudancas significativas antes e apds o tratamento.
Os animais mdx apresentaram diminui¢do significativa da forca dos membros anteriores
ao inicio (28,3%) e final (25,5%) da terapia, comparando com os animais C57BL/10 das
respectivas idades (p<0,05). Ao final do tratamento, notou-se que apenas o grupo
tratado com 6mega-3 exibiu prevengdo da perda de forga nos membros anteriores, sendo
os valores obtidos préximos aos observados nos animais controles. Nos demais grupos
tratados, os tratamentos tenderam a aumentar a forga, porem ndo foi significativo em

cada grupo (Figura 6).

Figura 6- Medida de forca normalizada pela massa
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Médias das medidas de forga realizadas anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pds-tratamento) aos
tratamentos propostos em cada grupo. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com
Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados
com Omega 3) e mdx DFZ+03 (camundongos mdyx tratados com a associag¢io de deflazacorte com Omega
3). Cada coluna representa a média das medidas de for¢a obtidas a partir de 10 animais. Nivel de
significancia indicado pela letra com asterisco “a™ quando comparado com o grupo C57BL/10 pré-

tratamento e pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 pos-tratamento (P<0,05). A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Sidak.

ER)
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5.1.1.2 Avaliacdo da atividade locomotora espontanea (Open-Field Test)

Analisando as médias da atividade locomotora horizontal espontanea, ou seja, o
numero de cruzamento (crossing) obtidos antes do inicio do tratamento com os obtidos
apds o término do tratamento, notou-se que o animal normal (C57BL/10) ndo
apresentou mudancas significativas antes e apos o tratamento. Os animais mdx
apresentaram diminui¢do significativa das médias do nUmero de crossings (44%)
quando comparados com os animais C57BL/10 ao final do tratamento (p<0,05). Os
grupos tratados com Omega 3 (monoterapia e terapia combinada), apresentaram
aumento significativo de 60% e 32%, respectivamente, no nimero de crossings, quando

comparados com o grupo distréfico tratado com nujol (Figura 7).

Figura 7- Open Field
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Numero de crossings realizados anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pos-tratamento) aos
tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e
mdx DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associa¢io de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a média e desvio padrdo do numero de crossings obtidos a partir de 10 animais. Nivel de
significancia indicado por asterisco (*) quando comparado com o inicio do tratamento, pela letra “a” com
asterisco “*” (a’) quando comparado com o grupo C57BL/10 pré-tratamento, pela letra “a” quando
comparado com o grupo C57BL/10 pds-tratamento e pela letra “b” quando comparado com o grupo mdx

(P<0,05). A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de
Sidak.
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5.1.1.3 Avaliacao de locomogao for¢ada em cilindro giratorio (RotaRod test)

Analisando as médias da laténcia de queda antes do inicio do tratamento com as
obtidas apods o término do tratamento de cada grupo estudado, observou-se que o animal
mdx apresentou laténcia de queda de 24,2% a menos que o animal C57BL/10 antes do
inicio do tratamento. Apos o tratamento, observou-se aumento (49,2%) significativo da
laténcia de queda apenas no grupo tratado com associacdo de deflazacorte e dmega 3

(Figura 8).

Figura 8- RotaRod
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Laténcia de queda observada anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pos-tratamento) aos tratamentos.
Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx
tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+03
(camundongos mdx tratados com a associagdo de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna representa a
média e desvio padrdo da laténcia de queda obtida a partir de 10 animais. Nivel de significancia indicado
pela letra “a” com asterisco (a") quando comparado com o grupo C57BL/10 pré-tratamento e pela letra
“b” quando comparado com o grupo mdx. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas

vias seguido pelo pos-teste de Sidak.

¥ 33
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5.1.1.4 Suspengao em fio metalico

Analisando a variagdo (A) do impulso antes do inicio do tratamento e apds o
término do tratamento de cada grupo estudado, observou-se que os animais mdx
apresentaram diminui¢cdo significativa (86,2%) da variacdo de impulso quando
comparados com os animais C57BL/10 ao final do tratamento. Também houve
diminuicdo significativa (65,9%) da variagdo de impulso do animal distréfico quando
comparado o final com o inicio do tratamento (p<0,05). ApoOs os tratamentos observou-
se reducdo semelhante de aproximadamente 65% em todos os grupos quando

comparados a avaliacdo realizada antes do tratamento (Figura 9).

Figura 9- Suspensao em fio metélico
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Variagdo de impulso observadas anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pos-tratamento) aos
tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdyx tratados com Omega 3) e mdx
DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associagio de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a média ¢ desvio padrdo da variagdo de impulso obtida a partir de 10 animais. Nivel de
significancia indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 e por asterisco “*” quando
comparado com o pré-tratamento (P<0,05). A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de
duas vias seguido pelo pos-teste de Sidak.

5.1.1.5 Retengao de quatro membros

Os animais distroficos apresentaram queda na variagcdo (A) do impulso tanto
antes (3 meses), quanto ao termino do tratamento (8 meses), em comparacao ao grupo
C57BL/10 com as mesmas idades. Os tratamentos ndo influenciaram estes resultados

(Figura 10).
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Figura 10- Reten¢do de quatro membros
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Variagdo de impulso observadas anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pos-tratamento) aos
tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx
DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associagdo de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a média ¢ desvio padrdo da variagdo de impulso obtida a partir de 10 animais. Nivel de
significancia indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 (P<0,05). A significancia
estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Sidak.

5.1.1.6 Calorimetria indireta: consumo maximo de oxigénio (VO2), produ¢do maxima
de dioxido de carbono (VCO2) e quoeficiente respiratdrio (QR)

O consumo de oxigénio e a producao de dioxido de carbono nos periodos diurno
e noturno foram semelhantes entre os grupos analisados. Ao final dos tratamentos foi
observada reducdo significativa no consumo de oxigénio e na producdo de dioxido de
carbono apenas no grupo mdx tratado com nujol. Os tratamentos propostos nado
interferiram no consumo de oxigénio e producao de CO2 (Figura 11).

O quoeficiente respiratorio foi semelhante em todos os grupos experimentais,

tanto no periodo diurno, quanto no periodo noturno.
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Figura 11- Calorimetria Indireta
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Consumo de oxigénio (VO2), producdo maxima de didéxido de carbono (VCO2) e quoeficiente respiratorio (QR).
Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com
deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdyx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+03 (camundongos mdx tratados com
a associagdo de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna representa a média das medidas obtidas a partir de 10
animais. Nivel de significancia indicado por asterisco “*”” quando comparado com inicio do tratamento (P<0,05). A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Sidak.
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5.1.2 Analise morfologica

5.1.2.1 Mausculo Diafragma

5.1.2.1.1 Analise Qualitativa

No musculo diafragma do grupo C57BL/10, foram observadas majoritariamente
fibras com nucleo periférico, caracteristica do musculo normal, no diafragma distrofico
observaram-se fibras com nucleo periférico € com niicleo central, caracteristica de fibras
normais e regeneradas, respectivamente (Figura 12). No grupo distréfico tratado com
Nujol, foram observadas areas com a celularidade aumentada, representando area com
presenca de inflamacao (Figura 12).

No musculo diafragma do grupo C57BL/10, foi observada discreta area corada
com verde-luz referente a fascia muscular, composta por tecido conjuntivo (Figura 25).
A fibrose foi evidenciada em todos os grupos dos animais distroficos, através da
presenca de abundante tecido conjuntivo corado por verde-luz pela coloracdo de

Tricromico de Masson (Figura 12).

5.1.2.1.2 Analise Quantitativa

No musculo diafragma, foi observado aumento significativo (aproximadamente
2,5 vezes) nas areas ocupadas por fibras com nucleo central, indicativo de regeneragdo
muscular, nos grupos tratados com Q3 e DFZ+ Q3, quando comparados com o grupo
tratado com nujol (Figura 13). Para este mesmo pardmetro observou-se que o grupo
tratado com a associac¢do dos farmacos apresentou o dobro de area regenerada (18,80%),
quando comparado com o grupo tratado com nujol (9,20%). Ambos os tratamentos nao
protegeram o musculo diafragma da distrofinopatia no estagio tardio da doenca, nao
havendo diferenca na area ocupada por fibras com nucleo periférico (Figura 13).
Embora ndo tenha sido significativa, foi observada uma tendéncia a reducao da éarea de
fibrose dos animais tratados com DFZ (20,6%), Q3 (20,5%) e DFZ+ Q3 (16%), quando
comparadas ao grupo tratado com Nujol. Foi observado aumento significativo na area
de inflamac¢do do grupo tratado com nujol, quando comparado com o grupo C57BL/10,
porém, ndo foi observada diferenca significativa deste parametro nos grupos tratados
com os farmacos, quando comparados com o grupo distrofico tratado com nujol (Figura

13).
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Figura 12- Cortes transversais do musculo diafragma.
CSTBL/10 C57BL/10

Cortes transversais de musculo diafragma corados com Hematoxilina e Eosina (primeira coluna) e
Tricromico de Masson (segunda coluna). Indicados: inflamagdo (area circundada por tragos), fibra com
nucleo periférico (seta) e fibra com nucleo central (cabega de seta). Fibrose representada pela cor verde-
luz Aumento 20X. Escala 100um.
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Figura 13- Dados morfométricos do musculo diafragma
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Porcentagem das areas ocupadas por nucleo periférico (NP), nucleo central (NC), fibrose ¢ inflamag¢do no
musculo diafragma. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx
DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associagdo de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a porcentagem das areas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nivel de significancia indicado
pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado
com Nujol e “c” quando comparado com o grupo tratado com DFZ. A significancia estatistica foi
determinada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey.

5.1.2.2 Coracgao
5.1.2.2.1 Analise Qualitativa

Nos cortes de coragdes corados com Hematoxilina e Eosina foram observadas
fibras em seccdes transversais e longitudinais, caracteristica deste 6rgdo que possui
camadas de fibras musculares com essas disposi¢des. Devido a essa caracteristica, ndo
sdo quantificadas as 4reas com fibras com centraliza¢do nuclear, uma vez que, para
fazer essa analise, precisamos visualizar a fibra muscular seccionada transversalmente
(Figura 14).

No coracgdo dos animais distréficos a presenca de fibrose foi evidenciada através
de abundante tecido conjuntivo corado com verde-luz pela coloragdo de Tricromico de

Masson (Figura 14).
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5.3.2.2.2 Analise Quantitativa

Para quantificagdo da area ocupada por fibrose, analisamos o ventriculo direito,
ventriculo esquerdo e o septo interventricular separadamente. Todos os animais
distréficos apresentaram aumento significativo da fibrose quando comparados com os
animais C57BL/10, nessas trés regides. O ventriculo direito do grupo distrofico tratado
com associacdo dos farmacos apresentou significativo aumento (aproximadamente trés
vezes) da area de fibrose quando comparado com o grupo distréfico tratado com Nujol e

com DFZ (Figura 15).

Figura 14- Cortes transversais de coracdes corados com Hematoxilina e Eosina.

C57BL/10 C57BL/10

Cortes transversais de coragdes corados com Hematoxilina e Eosina (primeira coluna) e Tricromico de
Masson (segunda coluna). Indicados: inflamagdo (&rea circundada por tragos), cardiomidcito (seta).
Fibrose representada pela cor verde-luz Aumento 20X. Escala 100pum.
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Figura 15- Dados morfométricos do musculo cardiaco.
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Porcentagem da area de fibrose no ventriculo direito (VD), septo interventricular (septo) e ventriculo
esquerdo (VE) no coragdo. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx
DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associagdo de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a porcentagem das areas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nivel de significancia indicado
pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado
com Nujol e “c” quando comparado com o grupo tratado com DFZ. A significéncia estatistica foi determinada
pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey.

5.1.2.3 Miusculo Biceps Braquial
5.1.2.3.1 Analise Qualitativa

Nos cortes dos musculos biceps braquiais do grupo C57BL/10 corados com
Hematoxilina ¢ Eosina foram observadas fibras em secc¢des transversais
majoritariamente com nucleo periférico, caracteristica do musculo integro, ou seja, que
ndo sofreu degeneragdo, enquanto que nos cortes dos grupos distréficos foi possivel
observar fibras com nucleo periférico e com nucleo central, caracteristica de fibras
normais e regeneradas, respectivamente (Figura 16). Diferentemente do musculo
diafragma, ndo foi observada area com celularidade aumentada, caracteristica de

processo inflamatorio.
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5.1.2.3.2 Analise Quantitativa

No musculo biceps braquial distrofico foi observada uma redugdao de
aproximadamente 95% da é4rea ocupada por fibras com nucleo periférico quando
comparado ao animal C57BL/10. Inversamente, no animal distréfico foi observada
aproximadamente 95% de area ocupada por nucleo central, indicativo de regeneracao
muscular. Nos grupos tratados com Q3 e DFZ, isolados ou em associagdo, houve uma
reducdo significativa de aproximadamente 8% da area regenerada, ndo havendo uma

diferenga significativa entre os tratamentos (Figura 17).

Figura 16 - Cortes transversais de biceps braquial corados com Hematoxilina e Eosina
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Cortes transversais de musculo biceps braquial corados com Hematoxilina e Eosina. Indicados: fibra com
nucleo periférico (seta) e fibra com nucleo central (cabega de seta). Aumento 20X. Escala 100um

Figura 17- Dados morfométricos do musculo biceps braquial
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Porcentagem das areas ocupadas por nucleo periférico (NP) e nacleo central (NC) no musculo biceps
braquial. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e
mdx DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associagio de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a porcentagem das areas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nivel de significincia
indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo
mdx tratado com Nujol. A significancia estatistica foi determinada pelo teste ANOVA de uma via,

seguido pelo pos-teste de Tukey.
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5.1.2.4 Mausculo Quadriceps Femoral
5.1.2.4.1 Analise Qualitativa

O masculo quadriceps do grupo C57BL10 apresentou fibras com nucleo
periférico, caracteristica histologica do musculo integro, enquanto que nos quadriceps
dos animais distroéficos foi notada predominancia de fibras com nucleo central, de
diametros variados, caracteristica de fibras regeneradas (Figura 18). Nao foi observada

area de inflamagdo ou fibrose no musculo quadriceps.

Figura 18- Cortes transversais de quadriceps femoral corados com Hematoxilina e
Eosina

C57BL/10 DFZ DFZ+ Q3

‘i

Cortes transversais de musculo quadriceps femoral corados com Hematoxilina ¢ Eosina. Em A, musculo
de camundongo C57BL10. Em B, musculo de camundongo mdx tratado com nujol. Em C, musculo de
camundongo mdx tratado com DFZ. Em D, musculo de camundongo mdx tratado com Q3. Em E,
musculo de camundongo mdx tratado com DFZ+Q3. Indicados: fibra com nucleo periférico (seta) e fibra
com ntcleo central (cabeca de seta). Aumento 20X. Escala 100pm

5.1.2.4.2 Andlise Quantitativa

No musculo quadriceps femoral distréfico foi observada aproximadamente 95%
de area ocupada por nucleo central, indicativo de regeneracdo muscular. Nao havendo
uma diferenca significativa entre os grupos tratados com Q3 e DFZ, isolados ou em

associacdo (Figura 19).
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Figura 19- Dados morfométricos do musculo quadriceps femoral
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Porcentagem das areas ocupadas por nucleo periférico (NP) e nucleo central (NC) no miisculo quadriceps
femoral. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e
mdx DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associagio de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a porcentagem das areas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nivel de significincia
indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo

mdx tratado com Nujol. A significancia estatistica foi determinada pelo teste ANOVA de uma via,
seguido pelo pos-teste de Tukey.
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5.1.3 Analise bioquimica

5.1.3.1 Niveis séricos de Creatina Quinase (CK)

Como esperado, os camundongos mdx apresentaram elevacdo significativa (2,5
vezes de aumento) da CK em relacdo ao animal normal (C57BL/10). Os grupos tratados
diminuiram aproximadamente 30% os niveis de CK quando comparados com o grupo

distrofico tratado com nujol (Figura 20).

Figura 20- Creatina quinase
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Niveis de CK obtidos apos os tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com
Nujol) mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com
Omega 3) e mdx DFZ+03 (camundongos mdyx tratados com a associagdo de deflazacorte com Omega 3).
Cada coluna representa a média dos niveis de CK obtidas a partir de 10 animais. Nivel de significancia
indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10. Nivel de significancia indicado pela

letra “b” quando comparado com o grupo mdx (P<0,05). A significancia estatistica foi determinada pelo
teste ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey.
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5.1.3.2 Niveis séricos de Creatina Quinase Cardiaca (CK-MB) e Peso Relativo do

Coragao

A creatina quinase cardiaca apresentou elevagao significativa (duas vezes) em
camundongos mdx em relacdo ao animal normal (C57BL/10). Quando comparado com
o grupo distrofico tratado com nujol, observamos uma reducao de 81% no grupo tratado
com deflazacorte, 46% no grupo tratado com dmega 3 e de 65% no grupo tratado com
associacao dos farmacos (Figura 21A). Quanto ao peso relativo do coragdo, foi
observado aumento significativo do peso do 6rgdo dos grupos mdx nujol (9,3%), mdx
tratado com DFZ (9,8%) e mdx tratado com a combina¢do dos farmacos (5,3%) (Figura
21 B).

Figura 21- CK-MB e peso relativo do coracdo
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Niveis de CK-MB (A) obtidos apods os tratamentos e relacdo peso/ 6rgao do coragdo (B). Grupos: C57BL/10,
mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte),
mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a
associagdo de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna representa a média dos niveis de CKMB obtidas a
partir de 10 animais. Nivel de significancia indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10.
Nivel de significancia indicado pela letra “b” quando comparado com o grupo mdx. (P<0,05). A significancia
estatistica foi determinada pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey.

5.1.4 Analise toxicoldgica
5.1.4.1 Massa corporal

Para avaliar o crescimento somatico dos animais foi realizada comparag¢do de
suas massas corporais antes do inicio e apos o final do tratamento (Figura 22). Foi
observada diferencga significativa na média da massa corporal entre o inicio e o final do

tratamento nos grupos controle e mdx nujol. O tratamento com DFZ, Q3 e a combinagao
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de ambas, ndo diferiram estatisticamente na massa apos o tratamento, o que, neste caso,
como era esperado o crescimento do animal, aparentemente interferiram no crescimento

dos animais.

Figura 22- Média das massas corporais
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Me¢dias das massas corporais anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pds-tratamento) aos tratamentos
propostos em cada grupo. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx
DFZ+03 (camundongos mdx tratados com a associagdo de deflazacorte com Omega 3). Cada coluna
representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nivel de significancia indicado
por asterisco (*¥) quando comparado com o inicio do tratamento. A significancia estatistica foi determinada
por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Sidak.

5.1.4.2 Estudo das enzimas hepaticas e histologia do figado

Os animais distroficos apresentaram elevados niveis da razao CK/ALT (1,6
vezes) e CK/AST (13 vezes) em comparagdo aos animais controles. Os tratamenteos
nao alteraram a razdo CK/ALT, mas reduziram significativamente a CK/AST. O peso
relativo do figado, foi alterado nos grupos mdx DFZ (aumento de 27%) e mdx DFZ+Q3
(aumento de 19%) em comparagdo aos C57BL10 e mdx tratado com 6mega-3 (29% e

21%, respectivamente) (Figura 23).
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Figura 23- Enzimas hepaticas, peso relativo e histologia do figado
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Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados
com deflazacorte), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+03 (camundongos mdx
tratados com a associagdo de deflazacorte com Omega 3) com 8 meses de idade, término do tratamento. As
colunas representam média (n=10animais por grupo) e desvio padrdo das razdes CK/ALT (A) e CK/AST (B).
Peso relativo do figado (C). Nivel de significincia indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo
C57BL10; “c” quando comparado com o grupo Q3 (P<0,05). A significancia estatistica foi determinada por
ANOVA. D: Analise histologica do figado. Secgdes transversais coradas com HeE (n= 5 animais por grupo).
Cabeca de seta(P): nucleo dos hepatocitos. Asterisco (*): veia centro-lobular. Cerquilha (#): espago porta.
Aumento 20X. Escala:100pum.
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5.1.5 Marcadores de autofagia (Western Blot)
5.1.5.1 Mausculo Diafragma

No musculo diafragma observou-se menores niveis de mTOR nos animais
distroficos tratados com Nujol, em comparagcdo aos animais do grupo controle,
C57BL/10. Ambos tratamentos, isolados ou em associacdo, apresentaram maiores
niveis de mTOR e Akt, a terapia combinada foi menos efetiva que as terapias isoladas,

neste efeito (Figura 24).

Figura 24- Marcadores da autofagia no diafragma
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Marcadores da autofagia no musculo diafragma (western blot). Grupos: C57BL/10, mdx Nujol
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx
Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+ Q3 (camundongos mdx tratados com a
associagio de deflazacorte com Omega 3). Grafico representando os niveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC
3 normalizados pelo GAPDH. Nivel de significancia indicado pela letra “a” quando comparado com o
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Q3. A significincia estatistica foi determinada

pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls.
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5.1.5.2 Coragao

No musculo cardiaco de animais distréficos foram observados maiores niveis de
Akt e FOX03a, enquanto que os niveis de mTOR e LC-3 ndo diferiram quando
comparados com o grupo C57BL/10. O tratamento com 3, isolado ou combinado com

DFZ, aumentou os niveis de mTOR, e Akt (Figura 25).

Figura 25- Marcadores da autofagia no coragdo
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Marcadores da autofagia no musculo cardiaco (western blotf). Grupos: C57BL/10, mdx Nujol
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx
(camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+ Q3 (camundongos mdx tratados com a
associagdo de deflazacorte com Omega 3). Grafico representando os niveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC
3 normalizados pelo GAPDH. Nivel de significancia indicado pela letra “a” quando comparado com o
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Q3. A significincia estatistica foi determinada
pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls.
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5.1.5.3 Mausculo Biceps Braquial

Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos C57BL/10 e
distrofico no musculo biceps braquial. As terapias elevaram os niveis de Akt quando
administradas isoladamente, os niveis de mTOR aumentaram significativamente com a

associac¢do dos farmacos (Figura 26).

Figura 26- Marcadores da autofagia no musculo biceps braquial
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Marcadores da autofagia no musculo biceps braquial (western blof). Grupos: C5S7BL/10, mdx Nujol
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx
Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+ Q3 (camundongos mdx tratados com a
associagdo de deflazacorte com Omega 3). Grafico representando os niveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC
3 normalizados pelo GAPDH. Nivel de significancia indicado pela letra “a” quando comparado com o
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Q3. A significancia estatistica foi determinada

pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls.
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5.1.5.4 Miusculo Quadriceps Femoral

O musculo quadriceps femoral dos animais mdx apresentou maiores niveis de

Akt e mTOR. O Q3 aumentou a razao LC 3II/LC 31 (Figura 27).

Figura 27- Marcadores da autofagia no musculo quadriceps femoral
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Marcadores da autofagia no musculo quadriceps femoral (western blot). Grupos: C57BL/10, mdx Nujol
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx
Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3) e mdx DFZ+ Q3 (camundongos mdx tratados com a
associagdo de deflazacorte com Omega 3). Grafico representando os niveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC
3 normalizados pelo GAPDH. Nivel de significancia indicado pela letra “a” quando comparado com o
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Q3. A significancia estatistica foi determinada

pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls.
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Em suma, quando comparamos o animal C57BL/10 com o mdx, nao percebemos
relacdo entre os niveis dos reguladores negativos (mTOR e Akt) e positivos (FOXO3a e
LC3) da autofagia com o fenotipo distrofico dos musculos analisados, conforme ilustra
a tabela 3. Ao avaliar o efeito das terapias nos niveis dos marcadores autofagicos,
notamos que as terapias, isoladas ou em associagdao, aumentaram FOXO3a, regulador
positivo da autofagia, em todos os musculos analisados. A terapia com Q3 foi eficaz na
diminui¢do de mTOR e Akt ¢ no aumento de FOXO3a e razio LC3-II/LC3-I no

musculo quadriceps, conforme ilustra a tabela 4

Tabela 3: Comparacdo entre os animais C57BL10 e mdx dos marcadores de autofagia
nos musculos estudados. 1: aumento do marcador no mdx comparado ao C57BL/10; |:
diminui¢ao do marcador no mdx comparado ao C57BL/10; = ndo houve diferenga do

marcador entre o mdx € o C57BL/10.

CS7BL/10 x mdx

Musculos
Marcadores  DJA COR BB QDR
mTOR | = = T
Akt = i = T
FOXO3a = i - -
L.C3 = = = =

Tabela 4: Efeito das terapias nos niveis de marcadores de autofagia (comparagdo mdx
ndo tratado x mdx tratado). Terapias indicadas: DFZ/Q3 (terapias isoladas), DFZ+Q3
(terapia combinada). 1: aumento do marcador pelas terapias; |: diminui¢do do

marcador; = ndo houve efeito das terapias.

TERAPIAS

Musculos
Marcadores  pDIA COR BB QDR
WIOR 1T 228 1 e ) = | ®
Akt T DFZ/Q3 T II))IEZZigz T DFZ/Q3 l, Dnglg,S.Qg,
F O XO 3 a T DFZ/Q3 T gggi@, T DFZ/Q3 T II));ZZig?;
LC3 = = - T
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5.2 RESULTADOS REFERENTES AO MECANISMO DE ACAO DO OMEGA-3
5.2.1 Receptores de acidos graxos e marcadores da inflamacao (western blot)
5.2.1.1 Mausculo Diafragma

No musculo diafragma foi observado aumento (38,8%) dos niveis do receptor
GPR40 no grupo distrofico quando comparado com o grupo C57BL/10. O grupo
Q3+GW (que recebeu bloqueador especifico para o GPR40) apresentou diminuigdo
significativa dos niveis deste receptor, bem como os grupos tratados com DMSO e Q3,
quando comparados ao grupo distréfico tratado com Nujol (Figura 28).

Nao foi observada diferenca significativa nos niveis do receptor GPR120 entre
os grupos analisados, com excecdo do grupo Q3+GW, que recebeu bloqueador
especifico para o GPR120 e apresentou reducdo significativa quando comparado com os
demais grupos (Figura 28).

Quanto aos marcadores da inflamagdo, observamos aumentos dos niveis de NF-
kB (2x) e TNF-a (3,7x) no grupo mdx Nujol quando comparados com o grupo
C57BL/10 (Figura 28). Os grupos tratados com DMSO e Q3 reduziram igualmente os
niveis de NF-kB (26%) e TNF-a (50%) quando comparados ao grupo mdx. Foi
observado aumento significativo dos niveis dos marcadores da inflama¢do nos grupos
que receberam GW e AH associados ao Q3, quando comparados aos grupos que

receberam DMSO e Q3 (Figura 28).
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Figura 28- Receptores de acidos graxos e marcadores da inflamag¢ao no diafragma
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Receptores de acidos graxos e marcadores da inflamagdo no misculo diafragma (western blot). Grupos:
C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol ¢ salina), mdx DMSO (camundongos mdx
tratados com DMSO e salina), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3 e salina), mdx
Q3+GW (camundongos mdx tratados com a associagio de Omega 3 ¢ GW110) e mdx Q3+AH
(camundongos mdyx tratados com a associagio de Omega 3 ¢ AH7614). Grafico representando os niveis
de GPR40, GPR120, NF-kB e TNF-a normalizados pelo GAPDH. Nivel de significancia indicado pela
letra “a” quando comparado com o grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado
com Nujol, “c” quando comparado com o grupo mdx tratado com DMSO, “d” quando comparado com o

grupo Q3 e “e” quando comparado com o grupo Q3+GW. A significincia estatistica foi determinada pelo
teste ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls.

5.2.1.2 Coragao

No musculo cardiaco ndo foi observada diferenga significativa nos niveis dos
receptores GPR40 e GPR120 entre os animais C57BL/10 e mdx (Figura 29). O grupo
Q3+GW, que recebeu bloqueador especifico para o GPR40, apresentou diminui¢do
significativa deste receptor quando comparado com os grupos controle (43,5%) e
distrofico (34,6%) (Figura 11). Este mesmo grupo também apresentou diminuigdo

(50%) dos niveis de GPR120 quando comparado com o grupo C57BL/10 (Figura 29).
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Quanto aos marcadores da inflamagao, observamos aumentos dos niveis de
TNF-a (4,6x) no grupo mdx Nujol quando comparados com o grupo C57BL/10. Os
niveis de TNF-a reduziram nos grupos tratados com DMSO (37%) e Q3 (44%) quando
comparados ao grupo mdx. Foi observado aumento significativo dos niveis de TNF-a
nos grupos Q3+GW e Q3+AH, quando comparados aos grupos que receberam DMSO e
Q3 (Figura 29).

Figura 29- Receptores de acidos graxos e marcadores da inflamagao no coragao
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Receptores de acidos graxos e marcadores da inflamagao no coracdo (western blof). Grupos: C57BL/10,
mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com
DMSO e salina), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3 e salina), mdx Q3+GW
(camundongos mdx tratados com a associagio de Omega 3 e GW110) e mdx Q3+AH (camundongos mdx
tratados com a associagdo de Omega 3 e AH7614). Grafico representando os niveis de GPR40, GPR120,
NF-kB e TNF-a normalizados pelo GAPDH. Nivel de significAncia indicado pela letra “a” quando
comparado com o grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c”
quando comparado com o grupo mdx tratado com DMSO, “d” quando comparado com o grupo Q3 e “e”
quando comparado com o grupo Q3+GW. A significincia estatistica foi determinada pelo teste ANOVA
de uma via, seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls.
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5.2.2 Analise morfologica
5.2.2.1 Miusculo Diafragma

No musculo diafragma dos grupos distréficos foi possivel observar fibras com
nucleo periférico e com nucleo central, caracteristica de fibras normais e regeneradas,
respectivamente (Figura 30). No grupo mdx tratado com Nujol foram observadas area
com a celularidade aumentada, indicativo de inflama¢ao (Figura 30). No grupo Q3 as
fibras musculares apresentaram-se justapostas, enquanto que nos grupos mdx, Q3+GW
e Q3+AH foi observado um espessamento do perimisio, o que pode indicar o inicio da

deposi¢ao de tecido fibroso no musculo diafragma.

Figura 30- Cortes transversais do musculo diafragma

Q3+GW N Q3+AH

Cortes transversais de musculo diafragma corados com Hematoxilina e Eosina. Indicados: inflamagio
(area circundada por tracos), fibra com nucleo periférico (seta) e fibra com nucleo central (cabega de
seta). Aumento 20X. Escala 100um.
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5.2.2.2 Coragao

Foram observados cardiomidcitos seccionados transversal e longitudinalmente,
caracteristica histologica deste 6rgdo que possui camadas de fibras musculares com
essas disposi¢des (Figura 31). Nos grupos mdx, Q3+GW e Q3+AH foi observado
discreto espago entre os cardiomidcitos, ja no grupo Q3 as fibras cardiacas apresentam-

se justapostas.

Figura 31- Cortes transversais do coragao

Q3+AH

Cortes transversais de coragdes corados com Hematoxilina e Eosina. Indicados: cardiomidcito (seta).
Aumento 20X. Escala 100pm.
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5.2.3 Resultados complementares ao estudo do mecanismo de a¢do do 6mega 3
5.2.3.1 Massa corporal

Para avaliar o crescimento somatico dos animais foi realizada comparagao de
suas massas corporais antes do inicio e apds o final dos tratamentos (Figura 32). Foi
observado aumento significativo da massa nos grupos distroficos tratados com Nujol,
DMSO, Q3+GW e Q3+AH quando comparados ao grupo C57BL/10. O grupo

distréfico tratado com Q3 foi o unico que ndo apresentou ganho significativo de massa.

Figura 32- Média das massas corporais
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Meédias das massas corporais anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pds-tratamento) aos tratamentos
propostos em cada grupo. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e
salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e salina), mdx Q3 (camundongos mdx
tratados com Omega 3 e salina), mdx Q3+GW (camundongos mdx tratados com a associacio de Omega 3
e GW110) e mdx Q3+AH (camundongos mdx tratados com a associagio de Omega 3 e AH7614). Cada
coluna representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nivel de significancia
indicado por “a” quando comparado com o grupo controle. A significancia estatistica foi determinada por
ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Sidak.
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5.2.3.2 Atividade locomotora espontanea

Analisando o nimero de crossings obtidos ao término do tratamento, notou-se que
o animal distrofico apresentou reducdo significativa (32,5%) da atividade quando
comparado ao animal C57BL/10. As terapias e os bloqueadores ndo modificaram esse

resultado (Figura 33).

Figura 33- Open Field
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Médias do numero de crossings. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e

salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e salina), mdx Q3 (camundongos mdx
tratados com Omega 3 e salina), mdx Q3+GW (camundongos mdx tratados com a associac¢io de Omega 3
e GW110) e mdx Q3+AH (camundongos mdx tratados com a associagio de Omega 3 e AH7614). Cada
coluna representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nivel de significancia
indicado por “a” quando comparado com o grupo controle. A significancia estatistica foi determinada
pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey.

5.2.3.3 Creatina Quinase

Os camundongos mdx apresentaram elevacdo significativa (13,9 vezes de
aumento) da CK em relagdo ao animal normal (C57BL/10). O grupos tratados com
DMSO e Q3 tiveram uma diminuig¢do significativa de 58,6% e 72,1%, respectivamente,
dos niveis de CK quando comparados com o grupo distrofico tratado com nujol. Os
grupos foram tratados com os antagonistas, aumentaram em aproximadamente 4 vezes

nos niveis de CK, quando comparados ao grupo que recebeu apenas Q3 (Figura 34).
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Figura 34- Creatina Quinase
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Médias da creatina quinase. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol ¢
salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e salina), mdx Q3 (camundongos mdx
tratados com Omega 3 e salina), mdx Q3+GW (camundongos mdx tratados com a associacio de Omega 3
e GW110) e mdx Q3+AH (camundongos mdx tratados com a associagio de Omega 3 ¢ AH7614). Cada
coluna representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nivel de significincia

9

indicado por “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 e “b” quando comparado com o grupo mdx,

[TP%1]

¢” quando comparado com o grupo DMSO e “d” quando comparado com o grupo Q3. A significancia
estatistica foi determinada pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey.

5.2.3.4 Creatina quinase cardiaca (CK-MB) e peso relativo do coracao

Os camundongos mdx apresentaram elevacdo significativa (12,5 vezes de
aumento) da CK-MB em relagdo ao animal C57BL/10. O Q3 reduziu de forma
significativa (61%) os niveis de CK-MB quando comparados com o grupo distréfico
tratado com nujol; este efeito do Q3 foi inibido pelos bloqueadores de receptores de
acidos graxos (Figura 35A). Nao houve diferenga significativa no peso relativo do

coracdo entre os grupos (Figura 35B).
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Figura 35- Creatina quinase cardiaca e peso relativo do coragao

A CK-MB B
—
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Niveis de CK-MB (A) obtidos ap6s o tratamento e peso relativo do coracao (B). Grupos: C57BL/10, mdx
Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com
DMSO e salina), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3 e salina), mdx Q3+GW
(camundongos mdx tratados com a associagio de Omega 3 e GW110) e mdx Q3+AH (camundongos mdx
tratados com a associagdo de Omega 3 ¢ AH7614). Cada coluna representa a média e desvio-padrdo das
massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nivel de significincia indicado por “a” quando
comparado com o grupo controle, “b” quando comparado com o grupo mdx, “c” quando comparado com
o grupo DMSO e “d” quando comparado com o grupo Q3. A significancia estatistica foi determinada
pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Tukey.

5.2.3.5 Estudos das enzimas hepaticas (Relacdo CK/ALT e CK/AST)

Os animais distroficos apresentaram discreto aumento, nao significativo, da razao
CK/ALT e CK/AST em comparagdo aos animais controles. Os tratamentos, associados
ou ndo aos bloqueadores ndo alteraram as razdes CK/ALT e CK/AST (Figura 36A, B).

Nao houve diferenga significativa no peso relativo do figado entre os grupos (Figura 36

Q).
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Figura 36- Enzimas hepaticas e peso relativo do figado.
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mdx 13,35+ 0,50
DMSO 13,15+ 0,35
Q3 13,10+ 1,50
Q3+GW 12,79+ 0,45
Q3+AH 13,63+ 0,33

Médias das razdes CK/ALT e CK/AST e peso relativo do figado. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol
(camundongos mdx tratados com Nujol e salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e
salina), mdx Q3 (camundongos mdx tratados com Omega 3 e salina), mdx Q3+GW (camundongos mdx
tratados com a associagio de Omega 3 ¢ GW110) e mdx Q3+AH (camundongos mdx tratados com a
associagio de Omega 3 ¢ AH7614). Cada coluna representa a média das razdes CK/ALT (A) e CK/AST
(B) obtidas a partir de 10 animais. Peso relativo do figado (C). A significancia estatistica foi determinada
pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

6.1 AUTOFAGIA

A autofagia desempenha papel fundamental na homeostase do tecido muscular.
Em niveis elevados contribui para o catabolismo muscular e em niveis baixos provoca
degeneracdo muscular devido ao acimulo de ERMOs que culminam no aumento do
estresse oxidativo (DE PALMA et al., 2014).

Na distrofia muscular, proteinas relacionadas a autofagia, como a LC 3 e Akt,
apresentam-se alteradas em musculos de camundongos mdx e de pacientes com DMD
(PETER e CROSBIE, 2006; DE PALMA et al., 2012).

A questdo inicial deste trabalho foi verificar se musculos distroficos que sao
afetados em diferentes intensidades pela falta de distrofina apresentariam niveis
diferenciados dos marcadores de autofagia, o que poderia explicar, pelo menos em
parte, os diferentes fendtipos distroficos.

Quanto a intensidade da distrofinopatia, as analises histopatoldgicas indicaram
que o diafragma, seguido pelo coracdo, estavam mais afetados do que os musculos
apendiculares. O diafragma exibiu intensa fibrose (45% de fibrose) e inflamagdo
discreta. O coragdo apresentou area de inflamacao discreta ou até mesmo inexistente, o
que estd de acordo com o fato de que alteragdes morfologicas mais expressivas sao
observadas tardiamente no musculo cardiaco (KAMDAR e GARY, 2016). Entretanto,
os niveis sérios de CK-MB, enzima liberada na corrente sanguinea apds a mionecrose
de musculo estriado cardiaco, estavam elevados, tal como observado anteriormente
(FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2016), sugerindo necrose do miocardio; isto
também pode explicar o aumento do peso do coragdo dos animais distroficos em relagao
aos controles, aumento este que pode significar fibrose no musculo cardiaco, tal como
observado na analise morfologica.

J& os musculos apendiculares, quadriceps e biceps, estavam morfologicamente
menos afetados que o diafragma e coragdo, apresentando nesta fase da doenca 95% de
fibras regeneradas, sem areas de infiltrado inflamatorio ou fibrose. Nao obstante, os
niveis séricos de CK estavam elevados no mdx, sugerindo presenga de mionecrose, de
acordo com a literatura classica do mdx (PASTORET e SEBILLE, 1995; SEIXAS et
al., 1997, GROUNDS, 2008).

No que tange os marcadores de autofagia, o musculo biceps braquial distréfico

apresentou todos os marcadores estudados em niveis semelhantes aos do animal
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controle. Isto sugere que a autofagia se processava normalmente neste musculo, o que
pode ser coerente com o fato deste musculo ser o menos afetado neste momento e
provavelmente ter atingido um estado de equilibrio quanto a distrofinopatia. No
quadriceps distrofico, que também estava totalmente regenerado, dois marcadores, Akt
e mTOR, estavam aumentados em relagao ao normal, no momento analisado, de acordo
com outros trabalhos, em relacdo a mTOR (DE PALMA et al., 2012). Estes marcadores
sdo considerados reguladores negativos da autofagia. J4 no coragdo distrofico, Akt e
FOXO3a estavam aumentados, sendo FOXO3a um indicador de autofagia ativa. A
proteina Akt, inibidora do processo autofagico, apresentou niveis elevados tanto em
camundongos mdx durante os picos de inflamagdo e mionecrose, quanto em pacientes
com DMD (PETER e CROSBIE, 2006). Peter ¢ Crosbie (2006) demonstraram que
camundongos com distrofia muscular deficiente em sarcoglicanas apresentaram
fenotipo com degeneragdo mais exacerbada e exibiram sinalizagdo de Akt elevada. No
entanto, os niveis mais altos de ativacdo de Akt foram encontrados em camundongos
deficientes de distrofina e utrofina, com distrofinopatia muito avancada. Os autores
sugerem que a Akt possa servir como um biomarcador precoce da doenga (PETER e
CROSBIE, 2006). Nossos resultados sugerem que aumentos ou redugdes destes
marcadores (mTOR, Akt ¢ FOXO3a) nem sempre se correlacionam com melhora ou
piora do fenoétipo distrofico.

No diafragma distréfico, a maioria dos marcadores autofagicos estudados estava
em niveis semelhantes aos dos animais controle: dos quatro marcadores estudados,
apenas mTOR estava diminuido. Isto pode sugerir autofagia normal no diafragma
distrofico. Entretanto, considerando que o diafragma foi o musculo mais afetado pela
distrofia, seria razodvel esperar alteracdes na maioria dos marcadores em relacdo ao
controle; entretanto, apenas mTOR, regulador negativo, estava alterado. Seria possivel
especular que o diafragma distréfico tenha menor habilidade para adaptar a autofagia a
sua condicdo distrofica, possivelmente devido ao aumento de calcio neste musculo. A
relagdo do célcio com a autofagia foi demonstrada recentemente na fibra distrofica: a
inibi¢ao de receptores IP3, que regulam o influxo de célcio, normalizou a autofagia em
fibras distroficas (VALLADARES et al.,, 2018). Comparado com os musculos
apendiculares, o diafragma tem maiores niveis de canais de célcio ativados por
estiramento (MATSUMURA et al., 2011), tornando-o mais afetado possivelmente por
maior influxo de célcio, em relagdo aos musculos apendiculares. O presente trabalho

permite supor que o maior acometimento do diafragma também pode estar relacionado,
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pelo menos em parte, a menor habilidade deste musculo em regular positivamente a
autofagia.

Outra forma de avaliar a ativagdo da autofagia ¢ através da razdo entre as
proteinas LC 3-II e LC 3-I. Durante a formacao do autofagossomo a proteina LC 3-I ¢
clivada e conjugada pela fosfatidiletanolamina transformando-se em LC 3-II. Portanto,
o aumento da razdo LC-3II/LC-31I indica aumento na formacdo de vesiculas autofagicas
(ZHAO et al., 2007). No presente estudo, a razdo LC3 ndo se modificou em nenhum dos
musculos distroficos estudados; visto que LC3 sugere autofagia ativa, este resultado
sugere que, neste momento da doenga a formagao de vesiculas autofagicas esta em
niveis semelhantes ao normal.

Em conclusdo, reguladores negativos (mMTOR e Akt) e positivo (FOXO3a no
coracdo) da autofagia parecem ser mais afetados nesta fase da doenga, principalmente
no quadriceps € no coragdo. Na fase estudada, nenhum dos musculos apresentou
autofagia ativa, o que seria demonstrado por aumento da LC3. Nao foi possivel
estabelecer uma correlacdo direta do grau de distrofinopatia com o nivel de marcadores
autofagicos: o diafragma, musculo mais afetado neste momento, exibiu padrdo de
marcadores semelhante ao do biceps, o misculo menos afetado. Isto sugere que outros
fatores, tais como regulagdo do influxo de cdlcio, estdo envolvidos na modulagdo da

autofagia em diferentes musculos distréficos.

6.2 EFEITOS DAS TERAPIAS NA AUTOFAGIA

De maneira geral, o deflazacorte, o dmega-3 e a associacdo aumentaram os niveis
dos marcadores autofagicos (principalmente mTOR, Akt e FOX0O3a), com melhores
efeitos do Omega-3 isolado, em todos os musculos estudados. Por exemplo, no
quadriceps, o Omega-3 isolado pareceu ativar a autofagia, visto o aumento dos
marcadores de autofagia ativa (LC3 e FOXO3a) e a diminui¢do dos reguladores
negativos (mTOR e AkT). Concomitante a estas alteracdes nos marcadores autofagicos,
as terapias promoveram melhoras da distrofinopatia, como verificamos pela reducdo da
CK, de acordo com nossos resultados anteriores (FOGAGNOLO MAURICIO et al.,
2013; APOLINARIO 2015; MARANHAO et al., 2015), além de melhoras funcionais,
redugdo da inflamagao e da mionecrose. Portanto, sugere-se que os efeitos benéficos dos
antiinflamatérios também sejam devidos a capacidade destes farmacos em regular a
autofagia. O corticoide pode atuar indiretamente, ao diminuir a inflamagao. Ressalta-se

que ha relatos de aumento do fluxo autofagico promovido por corticdides em outros
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tecidos, como ossos (SHI et al., 2015; WANG et al, 2015) e cartilagens (LIU et al.,
2014).

Ja& o 0mega-3 pode atuar diretamente nas vias autofagicas, uma vez que foi
demonstrada relagdo entre receptores de acidos graxos livres (GPR120, estudados na
segunda parte deste projeto) e a via Akt (MONIRI, 2016). Adicionalmente, demonstrou-
se que o EPA restaurou a fosforilagdo de Akt ativada por peroxido de hidrogénio e
induziu a fosforilagio da AMPK em cardiomidcitos in vitro, atenuando o estresse
oxidativo e ativando um sistema autofagico adaptativo, refor¢cando a acao direta do Q3
no fluxo autofagico (Hsu e colaboradores (2014). O DHA presente no Q3 pode
incorporar-se ao sarcolema (HISHIKAWA et al, 2017) e garantir a estabilidade ao
CDG, o que parece ser importante para a autofagia, uma vez que alteracdes na interagdo
das distroglicanas e laminina afetam a sinalizagdo de Akt (LANGENBACH e RANDO,
2002).

Desta forma, o 6mega-3 pode afetar as vias de autofagia quer pela diminui¢io da
inflamagido (CALDER et al., 2008; FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2013) ou pela
incorporagdo do DHA na membrana, promovendo a estabilidade do sarcolema
(HISHIKAWA et al, 2017).

Em conclusdo, verificamos que o deflazacorte e o Omega-3, isolado ou em
associacdo ao corticoide, afetam a via autofigica principalmente no que se refere a
mTOR e Akt, pelo menos nesta fase da doenca e de forma semelhante nos musculos
apendiculares, no diafragma e no corag¢do. A regulagdo da autofagia pelas terapias foi
acompanhada de melhoras no fendtipo distréfico, sugerindo que o mecanismo de acao

destas terapias também pode envolver as vias autofagicas.

6.3 QUANTO AO ESTUDO DOS RECEPTORES DE ACIDOS GRAXOS

Os receptores de acidos graxos GPR40 e GPR120 bem como ligantes vém sendo
extensamente estudados, principalmente como tratamento para doencgas metabolicas,
como obesidade, diabetes mellitus tipo 1l e doencas cardiovasculares (CORNALL et al.,
2013; BRISCOE et al., 2016; DRAGANO et al., 2017). Uma vez que sdo receptores
especificos para acidos graxos livres, os acidos graxos da familia do Q3 representam
agonistas potentes para este receptor (HIRASAWA et al., 2005; OH et al., 2010)

Nossa primeira questao foi verificar os niveis de GPR 40 e GPR 120 no coragao
e diafragma dos animais C57BL/10 e mdx, uma vez que a maioria dos trabalhos

encontrados estudam estes receptores no hipotidlamo (DRAGANO et al., 2017),
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intestino (CHESHMEHKANI et al., 2015; HIDALGO et al., 2017; KATO et al., 2019,
MOONWIRIYAKIT et al., 2019) e em adipocitos (EKBERG et al., 2016;
MUNKARAH et al., 2016), sendo escassos os estudos no tecido muscular.

Nosso estudo revelou que ambos receptores estdo presentes no musculo
diafragma e no coracao dos animais C57BL/10 e mdx. O GPR 40 apresentou niveis
mais elevados no diafragma do animal distrofico quando comparado com o animal
controle. J& com relacdo aos niveis do GPR120, ndo observamos diferengas entre as
linhagens. A acdo anti-inflamatoria bem como o aumento dos niveis de receptores de
acidos graxos mediante tratamento com agonistas especificos ja foi demonstrado
previamente em outros tecidos, como a prostata (LIU et al., 2015) e o intestino
(CHESHMEHKANI et al., 2015). Demonstramos, de forma inédita, que o aumento dos
receptores acoplados a proteina G mediante tratamento com agonista (Q3) também
acontece no musculo distréfico.

Com o objetivo de avaliar a participagdo destes receptores no mecanismo anti-
inflamatorio do Q3 na distrofia muscular do camundongo mdx (MACHADO et al.,
2011; FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2013; CARVALHO et al, 2013;
FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2016) administramos os antagonistas GW1100 e
AH7614, que sao bloqueadores especificos do GPR40 e GPR120, respectivamente,
concomitante ao tratamento com Q3. Foi observada uma diminui¢do dos niveis de
GPR120 no musculo diafragma mediante o bloqueio com AH7614, quando comparado
com o grupo que recebeu apenas o agonista (23). Nao observamos alteracdes nos niveis
de GPR40 no diafragma e de ambos receptores no musculo cardiaco mediante o
bloqueio.

A preparacdo de GW1100 e AH7614 envolveu a diluigdo destes bloqueadores
em dimetilsulfoxido (DMSO), conforme indicado pelo fabricante (Cayman Chemical).
O DMSO ¢ um subproduto da industria de celulose de madeira e foi usado para uma
infinidade de disturbios médicos com base em uma ampla gama de propriedades
farmacoldgicas pouco estudadas, inicialmente (SOMA et al., 2018). Os efeitos do
DMSO sao baseados em suas propriedades fisico-quimicas como baixo peso molecular,
baixa toxicidade e alta solubilidade em solucdes aquosas (LOVELOCK e BISHOP,
1959). O uso de DMSO em sistemas biologicos foi explorado em 1964 para o
tratamento de lesdes musculoesqueléticas, (ROSENBAUM, HERSCHLER e JACOB,
1965). Nao obstante, na atualidade ainda ndo hé consenso acerca do uso do DMSO em

tratamentos em que necessitamos de veiculo com alta solubilidade, sendo que alguns
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autores reforcam cautela para seu uso devido sua toxicidade (PETERSON et al., 2011) e
efeito anti-inflamatério (SOMA et al., 2018).

No presente trabalho observamos diminui¢ao da inflamagdo mediante tratamento
com DMSQO, representada pela diminuicao de NF-kB no musculo diafragma e de TNF-a
em ambos musculos, em comparagao com o grupo distrofico, o que vai de encontro com
os achados da literatura (SOMA et al., 2018). Todavia, o aumento da inflamagdo
observado nos grupos que receberam GW1100 e AH7614 nos mostra que o DMSO
utilizado como veiculo para dilui¢ao destes bloqueadores, ndo interferiu na agao destes
antagonistas, de forma que o efeito bloqueador se sobrepds ao efeito anti-inflamatério
do DMSO, sugerindo que a dose de DMSO utilizada foi eficaz para a dilui¢do desejada,
sem apresentar toxicidade (Figuras 32, 33 ¢ 36).

Nosso grupo ja apresentou o efeito anti-inflamatério do Q3 através do
tratamento com EPA purificado (MACHADO et al., 2011) e com oleo retirado das
capsulas de Q3, contendo EPA e DHA em animais com 30 dias de vida (CARVALHO
et al., 2013; FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2013), fase onde acontece o primeiro
pico de inflamacdo, e em animais idosos (13 meses de vida) (FOGAGNOLO
MAURICIO et al., 2016). O mesmo efeito foi observado no presente trabalho com
animais tratados do terceiro ao quarto més de vida. Até entdo, a literatura sugere que os
mecanismos pelos quais o 6mega-3 protege contra a mionecrose sejam decorrentes da
acdo anti-inflamatoria do EPA (CALDER et al., 2008; FOGAGNOLO MAURICIO et
al., 2013) e da incorporagdo do DHA na membrana, promovendo a estabilidade do
sarcolema (HISHIKAWA et al., 2017). Sabe-se também que o EPA atua na geracao de
eicosanoides da série impar através da via de oxidagdo COX do AA, que s3o anti-
inflamatorios (CALDER et al., 2008). Todavia ainda ndo estd descrito na literatura de
que forma o EPA atua na produgdo de eicosanoides e prostaglandinas de agdo anti-
inflamatoéria e qual o papel dos receptores acoplados a proteina-G neste efeito.

Nossos resultados revelam que os musculos diafragma e coragdo dos animais
mdx estdo afetados e exibem diferenca significativa nos marcadores de inflamagao
(Figuras 28 e 29) quando comparados aos animais C57BL/10, dados que corroboram
com os achados histolégicos (Figuras 30 e 31), com a avaliagdo dos niveis de CK
(Figura 34) e CK-MB (Figura 35) e com a literatura (STEDMAN et al., 1991;
GROUNDS et al., 2008). Os animais que foram tratados com Q3+GW e Q3+AH
também apresentaram aumento significativo dos niveis de marcadores inflamatorios,

quando comparados com os grupos tratados com DMSO e Q3, o que nos sugere que 0s
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antagonistas empregados foram eficazes no bloqueio dos receptores GPR40 e GPR120,
impedindo a liga¢do do Q3 e, consequentemente, bloqueando o efeito anti-inflamatoério.

Embora ndo tenha sido observado aumento dos niveis dos receptores em todos
os tecidos analisados mediante tratamento com agonista, conforme a literatura sugere
(CHESHMEHKANI et al, 2015; LIU et al, 2015, KATO et al, 2019,
MOONWIRIYAKIT et al., 2019), observamos efeito anti-inflamatorio na presenga de
agonistas, e efeito pro-inflamatorio na presenca de antagonistas, o que sugere que a
presenca de agonistas nem sempre promove aumento do numero de receptores, da
mesma forma que o bloqueio nao implica em diminuigdo dos receptores.

Foi sugerido que a ativacdo de GPR120 causa a inibicdo de NF-kB, através de
trés principais vias: recrutamento de TAK 1 (TGF-B ativado por quinase 1) via [-
arrestina-2; inibi¢ao da sinalizagdo de AKT; e sintese de PGE2 dependente de ERK 1/2
inibindo os efeitos inflamatdérios modulados por NF-kB conforme ilustra a Figura 5.
Nossos resultados concordam e ilustram o mecanismo descrito por esses autores
(MONIRI, 2016). Acreditamos que a ativagdo de GPR40 atue na inibi¢ao de NF-kB
através de mecanismos semelhantes ao da ativagdo de GPR120, conforme descrito
acima (MONIRI, 2016), sendo necessaria a investigacdo de outras vias para
confirmagao dessa hipotese.

Conforme supracitado, os GPRs atuam na inibi¢do do NF-kB através de varios
mecanismos, dentre eles, a partir na inibicdo da sinalizacdo de Akt (MONIRI, 2016).
Desta forma, sugerimos que, possivelmente, a ativacdo da autofagia observada nos
grupos tratados com 3, na primeira parte do presente trabalho, possa estar relacionada
com a ativagdo dos receptores GPR40 e GPR120, uma vez que a inibi¢ao do Akt, além
de inibir o NF-kB (MONIRI, 2016), ativa a autofagia (DE PALMA et al., 2014).

O resultado encontrado apos bloqueio do GPR120 foi semelhante ao encontrado
ap6s bloqueio do GPR40. Isto sugere que ambos receptores participam igualmente na
acao do Q3 na fibra muscular distrofica e que fArmacos que atuem nos dois receptores

podem ser potencialmente uteis para a terapia da distrofia muscular.
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6.4 QUANTO AOS EFEITOS DAS TERAPIAS NA PROGRESSAO DA DOENCA
6.4.1 Massa corporal e medida de forca

Conforme o esperado, os resultados parciais revelam que tanto o grupo C57BL/10
como o grupo mdx apresentaram aumento significativo da massa corporal, uma vez que
a medida basal foi realizada com 3 meses de idade e a medida final aos 8 meses, periodo
o qual o animal desenvolve-se e atinge a maturidade, apresentando maior massa
corpérea. Nos animais tratados, ndo se observou tal aumento de peso do inicio do
tratamento para o final. Nao obstante, o peso final ndo foi diferente entre os grupos,
sugerindo que os animais atingiram peso compativel com sua idade, o que estad de
acordo com nosso estudos anteriores, em que o tratamento com céapsulas de dmega-3
(FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2013) ou EPA purificado (MACHADO et al., 2011;
DE CARVALHO et al., 2013) ou deflazacorte (APOLINARIO et al., 2015) ndo
interferiu no peso dos animais distroficos. Desta forma, sugere-se que o tratamento por
5 meses com DFZ, d6mega-3 e a combinacdo ndo interfere no peso dos animais
distréficos (3°-8° meses de vida).

A avaliagdo da for¢ga dos membros anteriores realizado com o aparelho de
medida de forg¢a horizontal (Gripstrength) revelou que o camundongo distrofico
apresentou diminuicdo significativa da for¢a em ambas as idades quando comparado
com o grupo C57BL/10. Nao foi observada diminuicao significativa da for¢a do animal
distréfico durante o periodo de tratamento, dados que concordam com estudos prévios
apresentado pelo grupo (APOLINARIO et al., 2015; FOGAGNOLO MAURICIO et al.,
2016) que mostram que a forga ¢ menor em animais distroficos quando comparados
com animais controle. A perda da forca muscular na DMD ¢ causada pela perda
progressiva da capacidade regenerativa das fibras musculares, com substitui¢do de
tecido muscular por tecido conjuntivo fibroso, que ndo possui funcdo contratil
(PASTORET e SEBILLE, 1995; RADLEY ¢ GROUNDS, 2006). Foi observado uma
tendéncia ao aumento da for¢ca nos membros anteriores ao final do tratamento em todos
os grupos analisados, porém, nao foram significativos. Ao final do tratamento, o grupo
tratado com Omega-3, embora ndo tenha apresentado diferenca quando comparado ao
inicio do tratamento, ndo foi diferente estatisticamente do grupo C57BL/10, o que pode
sugerir uma melhora da forga. Ja foi relatado que a suplementagdao com o6leo de peixe

contendo EPA melhora a for¢a muscular em humanos (RODACKI et al., 2012).
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6.4.2 Motricidade e coordenacdao motora

Outros dois testes de forca e fungdo muscular revelaram resultados congruentes
a medida de for¢a dos membros anteriores. O animal mdx apresentou diminui¢ao
significativa do impulso antes do inicio e ap6s o final do tratamento quando comparado
com o animal C57BL/10 nos testes de retencao de quatro membros e suspen¢do em fio
metalico. Neste ultimo, o animal distréfico apresentou também diminui¢do significativa
ao final do tratamento quando comparado ao impulso aos 3 meses de vida. Tais
resultados concordam com os achados de Aartsma-Rus e van Putten (2014). Devemos
considerar que os resultados de cada um desses testes sdo gerados pela ativacdo de
grupos musculares diferentes ou parcialmente sobrepostos, ao invés de um musculo
individual (AARTSMA-RUS e PUTTEN, 2014). Portanto, usando uma combinagdo de
varios testes conseguimos ter uma avaliagdo funcional muscular ampla.

O teste do campo aberto (Open Field Test) ¢ amplamente utilizado para
verificagdo comportamental ao efeito de drogas. Foi observada uma diminui¢ao
significativa na atividade locomotora espontinea dos animais distroficos quando
comparados com os animais C57BL/10, dados que concordam com resultados ja
apresentados na literatura com o mesmo modelo experimental (MANNING et al., 2014;
SONG et al., 2017). Esses resultados podem ser associados ao comportamento pouco
exploratdrio do camundongo mdx mediante novos ambientes, chamado de “freeze”, ou
seja, o “congelamento” do sentido de se manter estdtico, sem atividade exploratoria
(YAMAMOTO et al, 2010). Nao sabemos exatamente o motivo deste padrio
comportamental do camundongo distrofico, entretanto, como a distrofina esta presente
no tecido nervoso (ANDERSON et al., 2002), acreditamos que sua auséncia na
distrofinopatia possa alterar o comportamento do camundongo através de mecanismo
que precisam ser elucidados. A monoterapia com dmega-3 e a associa¢do dos farmacos
melhorou significativamente a atividade exploratoria dos camundongos distréficos. Isto
pode ser devido a preservacao da fung¢do muscular. Um estudo demonstrou que o
camundongo mdx: utr-Tg, que expressa utrofina, se comporta tdo bem quanto os
animais do tipo selvagem, indicando que melhoras comportamentais nos camundongos
mdx podem ser devidas a melhora na fungdo muscular (GIBBS ¢ CROSBIE-WATSON,
2017).

Diferentemente dos testes supracitados que avaliam respectivamente, forga e
funcao musculares e comportamento, o teste de locomogao forgada em cilindro giratdrio

(Rotarod test) avalia principalmente coordenacdo motora. De acordo com Pinto e Ko
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(2012) as quedas mais rapidas com tempo de laténcia menor se associam a alteragdes no
equilibrio e coordenacdo motora e ndo a fadiga muscular (BROOKS e DUNNETT,
2009; PINTO e KO, 2012). Os nossos resultados ndo mostraram alteracdes
significativas entre os grupos nas idades avaliadas, o que reflete ndo comprometimento
da coordena¢ao motora dos animais. Todavia, foi notério o aumento da laténcia de
queda no grupo tratado com DFZ+Q3, ao final do tratamento, o que pode sugerir que a
associacdo dos farmacos apresentou um efeito sinérgico que resultou no aumento da
coordenagao motora.

Padroes de resultados “positivos” ou “negativos” em um teste funcional (por
exemplo, teste de retencdo em quatro patas, que avalia a funcdo muscular) ndo
necessariamente tém que ocorrer com melhorias em outro teste (medida de forga dos
membros anteriores, que avalia a forca muscular de um grupo muscular especifico). Em
camundongos mdx, melhorias na fungdo muscular podem ser distinguidas mais cedo do

que na forca muscular (AARTSMA-RUS e PUTTEN, 2014).

6.4.3 Funcao cardiorrespiratoria

O consumo de oxigénio (VO2) ¢ a capacidade do aparelho cardiorrespiratorio
de fornecer O, ao musculo em atividade e a capacidade do musculo em usar O, durante
a locomocao ou exercicio (POOLE e JONES, 2017). O VO2 ¢ um importante parametro
de saude por estar relacionado com doencgas cardiovasculares (BLAIR et al., 1989; WEI
et al., 1999). Rocco e colaboradores (2014) demonstraram que o camundongo mdx
exercitado em esteira apresentou diminui¢do significativa no VO2 ¢ VCO2 quando
comparados com animais C57BL/10 (ROCCO et al.,, 2014). Nossos resultados
demonstram que os animais distréficos com oito meses de idade, embora ndo
apresentem diferenga dos animais controle da mesma idade, apresentam diminuigao
significativa no consumo maximo de oxigénio e dioxido de carbono quando
comparados ao periodo pré-tratamento (3 meses), o que pode sugerir um inicio de
comprometimento cardiorrespiratorio neste periodo, medido por meio dos referidos
parametros, dados que corroboram com a andlise histologica do diafragma, principal
musculo da respirac¢do, onde abundante quadro fibrético foi observado.

O inicio do acometimento do musculo cardiaco nos camundongos mdx ocorre
por volta dos sete meses de idade (QUINLAN et al., 2004; TANIGUTI et al., 2011),
sendo caracterizado pela presenca de tecido fibroadiposo. O acumulo de fibrose ¢

progressivo, sendo que o apice da formagdo do coldgeno no coracdo de camundongos



94

mdx se da aos 15 meses (VAN ERP et al., 2010). Aos 8 meses de idade os animais
distroficos apresentaram fibrose cardiaca significativa, entretanto, neste periodo, nao foi
observada alteragdo significativa do VO2 e VCO?2 e, consequentemente, a razao entre
estes parametros (QR) também ndo foi alterada. Acreditamos que alteracdes
significativas no VO2 e VCO2 comparadas ao grupo controle provavelmente seriam

detectados mais tardiamente, com a progressao da doenca.

6.4.4 Estudo das enzimas hepaticas

As enzimas ALT (Alanina Transaminase) e AST (Aspartato Transaminase) estao
relacionadas com lesdo de hepatocito e do musculo (GIANNINI et al., 2005; ARAGON
et al., 2010; MCMILLAN et al., 2011). A ALT, mais conhecida clinicamente como
transaminase glutamico piruvica (TGP) como ¢ encontrada em musculo esquelético,
embora sua atividade neste tecido seja de apenas um décimo do que a relacionada com
os hepatocitos, portanto ¢ fortemente utilizada como biomarcador hepatico
(WROBLEWSKI, 1959). A AST sérica, conhecida também como transaminase
glutamico oxalacética (TGO) ¢ um indicador menos especifico de lesdo hepatica
(KANG et al., 2013), sendo encontrada nos musculos cardiaco e esquelético, rim,
cérebro, pancreas, pulmao, leucocitos e eritrocitos (PRATT et al., 2000).

Como biomarcador para lesdo hepatica, a correlacdio entre CK e
aminotransferases ¢ a mais utilizada em camundongos distroficos e pacientes com
distrofinopatia (MCMILLAN et al., 2011; MATHUR et al., 2014; WANG et al., 2018).

Wang e colaboradores (2018) mostraram que a propor¢do de CK/ALT e
CK/AST ¢ elevada em animais distroficos (WANG et al., 2018), assim como observado
nos anim presente estudo. Adicionalmente, sabe-se que em camundongos mdx com
lesdao hepatica (mdx D-GalN) a razdo entre CK/ALT ¢ significativamente reduzida,
enquanto que para CK/AST esta redu¢do ¢ moderada (WANG et al., 2018). Os autores
apontam ainda que a razdo CK/AST ndo apresenta relacdo especifica com dano
hepatico, sendo mais utlizada para andlise de lesdo muscular, enquanto que a razao
CK/ALT ¢ a mais indicada para avaliacdao hepatica. Portanto, os animais distroficos com
8 meses de idade apresentam lesdo muscular, mas ndo hepatica.

Em relacdo aos tratamentos, a razdo CK/ALT nao foi alterada, ou seja, as
terapias ndo interferiram nos hepatocitos. A razdo CK/AST, mais estudada nos

musculos cardiaco e esquelético (PRATT et al., 2000), chegou a valores semelhantes
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aos dos animais controles. Assim, os tratamentos nao t€ém relacdo com a lesdao hepatica

(CK/ALT) e foram eficientes em reduzir a lesdo muscular (CK/AST).
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7 CONCLUSOES

7.1 AUTOFAGIA

Nao observamos relacdo do grau de distrofinopatia com o nivel de marcadores
autofagicos: o diafragma, musculo mais afetado neste momento, exibiu padrdo de
marcadores semelhante ao do biceps, o musculo menos afetado. Isto sugere que outros
fatores, tais como regulagdao do influxo de calcio, estdo envolvidos na modulagdo da
autofagia em diferentes musculos distroficos.

O deflazacorte e o dmega-3, isolado ou em associagdo ao corticoide, regularam a
via autofagica principalmente no que se refere ao mTOR e Akt, pelo menos nesta fase
da doenga e de forma semelhante nos musculos apendiculares, no diafragma e no
coracao.

A modulagdo da autofagia pelas terapias foi acompanhada de melhoras no
fenotipo distrofico, sugerindo que o mecanismo de agdo destas terapias também pode

envolver as vias autofagicas.

7.2 MECANISMO DE ACAO DO OMEGA-3

Verificamos que a falta de distrofina ndo afetou os niveis dos receptores de
acidos graxos, sugerindo que estes receptores nao fazem parte direta do CDG, tanto no
musculo diafragma quanto no coragdo distrofico.

De maneira geral, a terapia com 6mega-3 nao afetou os niveis dos receptores de
acidos graxos. O uso de bloqueadores especificos destes receptores impediu os efeitos
anti-inflamatorios do 6mega-3, sugerindo que o 6mega-3, na fibra muscular distrofica,
exerce seus efeitos através destes receptores.

Estes resultados permitem sugerir que farmacos sintéticos que atuam sobre os
receptores GPR40 e GPR120, atualmente em testes clinicos para doengas metabodlicas
humanas, podem ser relevantes como terapia alternativa potencial 8 DMD, merecendo

estudos pré-clinicos e clinicos.

7.3 COMPLEMENTARES

Utilizando protocolos pré-clinicos padronizados para andlise funcional (standard
operating procedures), demonstramos beneficios das terapias apenas com os testes de
open field (todas terapias) e rotarod (apenas com a terapia combinada), concomitante

com beneficios morfolégicos e moleculares (diminuicdo da CK). Isto sugere que estes
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testes sao os mais sensiveis para detectar efeitos de terapias, nesta fase da doenca, em
camundongos que ndo foram submetidos a exercicio fisico para intensificar a
distrofinopatia.

A andlise toxicoldgica inicial, considerando dados qualitativos do figado e das
enzimas hepaticas, refor¢a o potencial clinico do 6mega-3, bem como de sua
combinagdo com o corticoide deflazacorte, na terapia da distrofia muscular, ressaltando-
se que dados experimentais tenham que ser utilizados com cuidado na transposicao para

estudos em humanos com Distrofia Muscular de Duchenne.
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de agéo do EPA e deflazacorte na distrofia muscular, registrada com o n® 4585-1/2017, sob a responsabilidade de
Profa. Dra. Maria Julia Margues e Marcos Maciel Junior, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensing),
encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N* 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de
08 de junho de 2017.

| Finalidade: ( ) Ensino
' ' 01/03/2017-01/03/2020
géncia da autorizagao para manipulagao animal: 08/06/2017-01/03/2020

( X ) Pesquisa Cientifica

éncia do projeto:

' Espécie/ linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/10ScCrfPasUnib

No. de animais:

10

Peso [ Idade:

14 dias/6g

| Sexo:

05 machos / 05 fémeas

" Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/M0-Dmdmdx/PasUnib

| No. de animais:

40

Peso | ldade:

14 dias | 6g

Sexo:

20 machos / 20 fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/10ScCr/PasUnib

No. de animais:

10

Peso / Idade:

03 meses / 30g

Sexo:

05 machos / 05 fémeas

' Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/M10-Dmdmdx/PasUnib

No. de animais:

40

Peso [ Idade: 03 meses / 30g
Sexo: 20 machos / 20 fémeas
Origem: | CEMIB/UNICAMP S

A aprovagdo pela CEUAJUNICAMP néo dispensa autorizagio prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e é restrita a
protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Esl adual de Campinas.

Campinas, 08 de i%‘c de 2017.

p/ 14

—

1 o i
PIYZFZ_Dra. /I.Jsfana Maria Cardoso Verinaud

VAR

Fatima Alons!

Presidente’ Secretaria Executiva
IMPORTANTE: Pedimos aten¢do ao prazo para envio do relatério final de a este até 30 dias apds o encerramento de sua vigéncia, O
formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, drea do A ndo ap = de relatério no prazo estabelecida

impedira que noves protocolos sejam submotidos,




ANEXO B

NA

I‘\ X
oty
uniIcAMPE a4
CEUAUNICAMP
e e =

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Receptores acoplados a proteina G e autofagia: potenciais alvos do

6mega-3 e deflazacorte na terapia farmacoldgica da DMD, registrada com o n° 5282-1/2019, sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Maria Julia Margques e Marcos Maciel Junior, que envolve a produgéo,

manuteng&o ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE
15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 13/06/2019.

Finalidade: ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia do projeto: 01/06/2019 a 01/03/2020
Vigéncia da autorizagdo para manipulagao | 13/06/2019 a 01/03/2020
animal:
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/10ScCr/PasUnib
No. de animais: 10 ‘
Idade/Peso: 3.00 Meses / 30.00 Gramas i
Sexo: 5 Machos 5 Fémeas \
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/10-Dmdmdx/PasUnib i
" No. de animais: 50 ‘
Idade/Peso: 3.00 Meses / 30.00 Gramas
Sexo: 25 Machos 25 Fémeas
Origem: CEMIB/UNICAMP
Biotério onde serdo mantidos os animais: Biotério da Anatomia, Area de Anatomia, DBEF,
IB/UNICAMP

A aprovagdo pela CEUA/UNICAMP nado dispensa autorizaglo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CiBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 27 de junho de 2019,

Lopds

Prof. Dr. Wagng/Jose F% aro Rosangela dos Santos

Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos ateng¢io ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua
vigéncia. O formulério encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, érea do pesquisador responsével. A ndo apresentagio de relatério
no prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejJam submetidos.
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ANEXO C

Declaragdo

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, j@ publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Autofagia e receptores de 4cidos graxos ligados a proteina-G: mecanismo de acédo
do EPA e deflazacorte na distrofia muscular, ndo infringem os dispositivos da Lei n.°
9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 22 de Novembro de 2019.

Assinatura : . ,’ ’
Nome do(a) autor{a): Marcos Maciel Jupior

RG n.” 48.649.587-8

Assinatura : %/7‘7/@___ (S(MX/?

Nome do(a) oﬂ'etntador(%J/Maria Julia/ylarques
RG n.” 13939051



