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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca muscular hereditaria
causada por uma mutacdo do cromossomo X, caracterizada pela auséncia da
proteina distrofina. Esta deficiéncia ocasiona instabilidade e perda da integridade do
sarcolema, determinando lesbes recorrentes nas fibras musculares e perda de
funcdo. Com o passar do tempo, as fibras perdem a sua capacidade regenerativa, o
gue pode estar relacionado com a exaustdo das células satélites (CS). As CS sao
essenciais nos processos de regeneracdo muscular. Em resposta a estimulos como
0 crescimento ou o trauma, as CS quiescentes séo ativadas, se proliferam e se
diferenciam em mioblastos para que ocorra o0 reparo do dano causado.
Adicionalmente, as CS expressam marcadores miogénicos que possibilitam a
identificacdo das mesmas nas diferentes fases de reparacdo tecidual. Objetivos:
Avaliar os efeitos do exercicio aerobio de baixa intensidade sobre a populacdo de
células satélites, na distribuicdo e no trofismo de diferentes tipos de fibras e na
expressdo da PGC-1a do musculo psoas de camundongos mdx, apds 37 sessdes
de treinamento. Resultados: Os aspectos morfoldgicos dos animais mdx mostraram
alteracdes significativas como variagdo no tamanho das fibras, centralizagéo
nuclear, necrose, entre outras. JA na andlise quantitativa foi possivel observar
reducdo do numero de CS e da expressdo de PGC-1a nos musculos psoas desses
animais. Por outro lado, apés longo periodo de treinamento (37 sessdes), foi
observado melhora na citoarquitetura das fibras, aumento de proporcédo de células
satélites quiescentes/ativacdo, aumento da expressdo de PGC-1a e aumento do
didmetro menor das fibras musculares em camundongos distréficos treinados (MDX-
TR) quando comparado aos animais distroficos sedentarios (MDX-SED).
Concluséo: O treinamento aerobio de baixa intensidade aplicado durante longo
periodo de tempo parece ser capaz de melhorar a citoarquitetura e aumentar a
ativacdo de células satélites no musculo psoas de camundongos mdx, bem como,
ativar vias de sinalizagdo que promovem aumento do metabolismo oxidativo, o que

representa uma via terapéutica viavel para o tratamento da DMD.

Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne, Camundongos mdx, Células

Satélites, Exercicio Aerdbio de Baixa Intensidade, Imunofluorescéncia.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a hereditary muscle disease caused by a
mutation in the X chromosome, characterized by the absence of dystrophin protein.
This deficiency causes instability and loss of sarcolemma integrity, causing recurrent
lesions in muscle fibers and loss of function. As time passes, fibers lose their ability
to regenerate, which can be related to the depletion of satellite cells (SC). SC are
essential in muscle regeneration processes. In response to stimuli such as growth or
trauma, quiescent SC are activated, proliferate and differentiate into myoblasts so
that the damage caused can be repaired. SC express myogenic markers that make it
possible to identify them in the different phases of tissue repair. Objectives:
Evaluation of the effects of low-intensity aerobic exercise on the population of
satellite cells, on the distribution and trophism of different types of fibers and on the
expression of PGC-1a of the psoas muscle of mdx mice, after 37 training sessions.
Results: The morphological aspects of the mdx animals indicated significant
changes such as variation in the size of the fibers, nuclear centralization, necrosis,
among others. In the quantitative analysis, it was possible to observe a reduction in
the number of SC and in the expression of PGC-1a in the psoas muscles of the mdx
animals. On the other hand, after a long period of training, it was observed an
improvement in the cytoarchitecture of the fibers, an increase in the proportion of
quiescent satellite cells/activation, an increase in PGC-1a expression and an
increase in the diameter in trained dystrophic mice (MDX-TR) when compared to
sedentary dystrophic ones (MDX-SED). Conclusion: Low-intensity aerobic training
over a long period seems to be able to improve the cytoarchitecture and increase the
activation of satellite cells in the psoas muscle of mdx mice, as well as activate
signaling pathways that promote an increase in oxidative metabolism, which

represents a viable therapeutic route for the treatment of DMD.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy, mdx Mice, Satellite Cells, Low-Intensity

Aerobic Exercise, Immunofluorescence.
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1- INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) € uma doenca muscular
hereditaria causada por uma mutacdo do cromossomo X que acomete 1:5.000
recém-nascidos do sexo masculino, sendo a forma mais comum de distrofia
muscular (DIETZ, et al., 2020). Ela é caracterizada pela auséncia da proteina
distrofina, cuja funcdo é proporcionar estabilidade e manutencdo do musculo
esquelético. Essa miopatia determina instabilidade e perda da integridade do
sarcolema, levando as fibras musculares a processos necréticos importantes
(INFANTE e HUSZAGH, 1999; DECONINCK e DAN, 2007). As manifestacbes
clinicas aparecem na infancia, geralmente nos trés primeiros anos de vida, sendo a
fraqueza muscular um dos primeiros sinais, o qual ocorre gradualmente, tornando-se
evidente por volta dos cinco anos de idade. Com a evolucao da doenca, o individuo
perde a capacidade de deambular e ha o surgimento de sérias complica¢cbes, 0 que
leva esses pacientes ao Obito por insuficiéncia respiratéria ou cardiaca (SOUZA e
MELO, 2000).

Ja esta documentado na literatura cientifica que musculos glicoliticos,
predominantemente compostos por fibras tipo Il (FTII), sdo mais susceptiveis a
lesbes na DMD quando comparados aos musculos oxidativos, 0s quais apresentam
predominio de fibras do tipo | (FTI) (TALBOT e MAVES, 2016; LYNCH, et al., 2001).
O musculo psoas, por ser composto principalmente por fibras do tipo Il (glicoliticas) e
devido a sua importante funcdo dinamica como principal flexor da articulagdo do
quadril, ¢ um dos musculos mais acometidos pela doenca (ARBANAS, et al., 2009).
Essa diferenca entre os musculos, em relacdo a predominancia de acometimento da
doenca, pode estar diretamente relacionada a distintas caracteristicas celulares e
bioquimicas, como a presenca/quantidade de células satélites (CS) e os tipos de
fibras.

As CS sao pequenas células miogénicas mononucleadas e fusiformes
gue se localizam entre a lamina basal e o sarcolema da fibra do musculo
esquelético, e sdo essenciais nos processos de regeneracdo muscular (MOURIKIS e
RELAIX, 2016). Enquanto os tecidos musculares mantém-se livres de agressoes, as
CS permanecem em estado de quiescéncia (repouso) nas periferias das fibras

musculares multinucleadas maduras, podendo ser identificadas através de
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marcadores celulares para fator miogénico 5 (Myf-5) e Proteina de caixa
emparelhada Pax-7 (Pax7), os quais sdo fatores de transcricdo miogénicos liberados
pelas CS quiescentes e/ou em fase inicial de proliferacdo. Porém, em resposta a
estimulos como o crescimento, a remodelacdo ou o trauma, as CS sado ativadas,
proliferam-se e expressam outros tipos de fatores miogénicos, tais como: a proteina
1 para determinacdo de mioblastos (MyoD) na fase de diferenciagdo e miogenina
(MyoG) na fase de fuséo e diferenciacéo terminal (SCHULTZ e McCORMICK, 1994;
ALMEIDA, et al., 2016).

As CS sdo mais abundantes durante o desenvolvimento pds-natal, sendo
responsaveis pelo crescimento muscular nessa fase, onde compde cerca de 32%
dos nudcleos sub laminares. Elas comecam a declinar e se estabilizam (1 a 5% em
composicdo) na idade adulta (CHEN e GOLDHAMER, 2003). A presenca e a
distribuicdo das células satélites na fibra muscular estdo relacionadas a diversos
fatores, como o tipo de fibra muscular, a topografia da fibra e a idade do individuo.
Em adultos saudaveis, a quantidade de células satélites encontrada em fibras de
contracdo lenta e oxidativas (tipo 1) geralmente € maior do que a encontrada nas
fibras de contracdo rapida e glicoliticas (tipo 1) (YIN; PRICE; RUDNICKI, 2013).
Segundo SCHMALBRUCH e HELLHAMMER (1976), o musculo s6leo contém cerca
de 5.000 células satélites/mm3, enquanto que o tibial anterior apresenta apenas 900
células satélites/mm.

Esses achados podem justificar, parcialmente, o motivo pelo qual
musculos compostos predominantemente por FTII (glicoliticas) sdo mais acometidos
pela DMD quando comparados aos predominantemente FTI. WEBSTER, et al.,
(1988) observaram que as FTI parecem ser mais resistentes na DMD, o que pode
ser uma abordagem terapéutica para retardar a progressdo da doenca. Além disso,
devido a fragilidade ocasionada pela auséncia da distrofina, as constantes lesdes
levam as fibras musculares a ciclos constantes de degeneracéo/regeneracao,
resultando na exaustdo das CS (RENAULT, et al.,, 2000). Este fato pode ocorrer
devido a incapacidade que as CS tém de acompanhar a alta demanda da
regeneracdo muscular que ocorre na DMD, resultando em uma eventual perda da
capacidade regenerativa dessas células (CHANG, et al., 2016). Outros estudos
corroboraram com esses achados e ainda ressaltaram que o esgotamento das
células satélites, durante os ciclos recorrentes de reparacdo, acabam reduzindo a

populacdo dessas células (numero), fazendo com que, em determinado momento,
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as células musculares ndo consigam mais se regenerar, contribuindo para a perda
da funcdo muscular (for¢a), a qual, como dito anteriormente, € uma das
caracteristicas mais marcantes da DMD (COLLINS, et al., 2005; BIRESSI e RANDO,
2010).

RENAULT, et al., (2000) mostraram que a sobrevida das células satélites
de um paciente de nove anos com DMD era aproximadamente um ter¢co da
sobrevida de células satélites de um individuo saudavel com a mesma idade. Por
outro lado, WOZNIAK e ANDERSON (2007) observaram altos niveis de ativacao de
células satélites em fibras musculares de camundongos mdx quando comparadas
com fibras normais.

Outra justificativa que pode vir a esclarecer o acometimento preferencial
de musculos glicoliticos pela DMD, além da relacéo tipo de fibra e CS, é a reducéo
da proteina coativadora-1a de receptor-gama ativado por proliferador de
peroxissoma (PGC-1a). A PGC-1a desempenha importante papel na manutencédo da
integridade muscular, participando de varias vias de prote¢cdo, como no aumento do
namero de mitocéndrias, promovendo assim a regulacdo do calcio intracelular
(SUNTAR, et al., 2020). A descontinuidade da membrana celular na DMD ¢é fator
determinante para a desorganizagao estrutural da fibra muscular, o que leva a
alteracdes na mecanotransducao de forcas durante a contracao. Além disso, a leséo
do sarcolema permite tanto o efluxo quanto o influxo de substancias e ions entre o
meio interno e o externo (STRAUB, et al., 1997). O calcio é o principal ion de influxo
na DMD (BLAKE, et al., 2002). O aumento da concentracdo de calcio no
sarcoplasma ativa vias importantes de degradacdo proteica devido a sobrecarga
mitocondrial que eleva a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e ativa
proteases calcio-dependentes que aceleram o processo de degradacdo celular
(PINTO, 2010; WHITEHEAD, et al.,, 2006; TURNER, et al.,, 1991). Outra funcao
importante do PGC-1a esta diretamente relacionada a resisténcia a fadiga e ao
fendtipo das fibras musculares. Na DMD, os musculos mostram-se menos
resistentes a fadiga, principalmente os de contracéo rapida, e sabe-se que o PGC-
1a pode promover a transi¢ao de fibras de contragéo rapida para fibras de contragéao
lenta (HANDSCHIN e SPIEGELMAN, 2008). Este fato também pode ser importante
como foco de investigacdo para buscar tratamentos promissores que possam

retardar a progresséo da DMD.
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Atualmente, existem inuUmeros estudos que buscam terapéuticas para
minimizar ou até mesmo reverter as alteracdes causadas na DMD. O exercicio fisico
vem sendo cada vez mais estudado como uma ferramenta importante na
reabilitacdo de pacientes, dentro do aspecto reabilitacdo. Estudos mostraram que
individuos normais que se exercitaram regularmente por um longo periodo parecem
possuir adaptacdes cronicas morfolégicas ao nivel das fibras musculares e ao nivel
do tecido conjuntivo intramuscular (EAGLE, et al., 2002; ALEMDAROGLU, et al.,
2013). Entretanto, sdo poucos os estudos que abordam o exercicio fisico em seres
humanos portadores de DMD, e por isso, o foco de investigacdo desta doenca é o
camundongo mdx, considerado o modelo experimental da DMD (BOPPART, et al.,
2013). Esses animais apresentam deficiéncia da proteina distrofina e alteracdes na
morfologia muscular similares as encontradas na DMD em humanos, porém, as
caracteristicas clinicas sao distintas (BULFIELD, et al., 1984). Na literatura cientifica
Sdo escassos 0s estudos que correlacionam a ativagcdo, a proliferacdo e a
diferenciacédo de células satélites, apds um longo periodo de treinamento aerdbio de
baixa intensidade, a esses animais distroficos.

Diferentemente, ja € bem documentado na literatura cientifica que a
aplicacdo do exercicio fisico de baixa intensidade e longa duracdo em musculos
normais, aumenta a capacidade oxidativa das fibras musculares, induzindo a
conversdo de fibras rapidas em fibras lentas, ou seja, promovendo a transicdo de
fibras do tipo Il (glicoliticas) para as do tipo | (oxidativas) (CAMPOS, et al., 2002). Em
musculos normais foi observado que a corrida em esteira, de intensidade moderada
a 0° de inclinagdo, determina um aumento na proporcéo de miofibras contendo mais
células satélites quando comparados aos musculos de camundongos hao
exercitados (SHEFER, et al., 2014). MANAF, et al., (2006) observaram em musculos
de camundongos mdx, que o transplante de mioblastos associado ao exercicio
aerobio determina a expressao de até 26% da proteina distrofina, indicativo de que
as CS podem ter alto potencial para restaurar musculos distroficos. Este mesmo
estudo também observou um aumento significativo de fibras hibridas com
caracteristicas mais oxidativas ap6s treino aerébico em camundongos mdx,
concluindo que a conversao do tipo de fibras pode influenciar positivamente na
fisiopatologia da DMD.

Outro efeito benéfico importante do exercicio fisico sobre os musculos
distroficos é o aumento na expressao do PGC-1a (ABREU, et al., 2017; FRY, et al.,
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2014; SHEFER, RAUNER, et al., 2010; KUROSAKA, et al., 2009; FITTS e WIDRICK,
1996). O aumento desta proteina pode justificar o efeito positivo do exercicio fisico
devido a mudanca de fibras de contracdo mais rapida para contracdo mais lenta,
além do aumento de uma proteina homologa a distrofina conhecida como utrofina.
Estudos mostraram que o aumento do PGC-1 a, induzido por exercicio fisico,
estimula a sintese de utrofina no mdsculo distrofico de camundongos
(MATSUMURA, et al., 1992; AL AI-REWASHDY, et al, 2015). AL-REWASHDY, et al.,
(2015) e GORDON, et al.,, (2013) observaram maior expressdao da utrofina em
musculos predominantemente oxidativos quando comparados a musculos
glicoliticos.

Sendo assim, estudos tém mostrado que o exercicio fisico, quando
aplicado de forma efetiva e cautelosa, pode determinar mudancas importantes na
evolucdo da DMD, retardando o processo de degeneracdo. Portanto, compreender
as adaptacOes e as alteracbdes que ocorrem nos musculos distréficos de contracédo
lenta e contracdo rapida, frente ao estimulo do exercicio fisico do tipo aerdbio, pode
nos trazer mais conhecimentos na deliberacdo de recursos terapéuticos mais
auténticos e promissores para a reabilitacdo de pacientes acometidos por essa
distrofia muscular. Dessa forma, o objetivo desse estudo é investigar e explorar os
efeitos do exercicio aerdbio de baixa intensidade, realizado durante um periodo de

37 sessbes de treinamento, sobre 0 musculo psoas de camundongos distréficos.

2- OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do exercicio aerobio de baixa intensidade sobre a
populacdo de células satélites, na distribuicdo e no trofismo de diferentes tipos de
fibras e na expressdo da PGC-1a do musculo psoas de camundongos mdx, apos 37

sessoOes de treinamento (longa duragao).

Objetivos Especificos

- ldentificar e quantificar as células satélites no musculo psoas de
camundongos wild type e mdx, sedentarios e apos 37 sessdes de treinamento de

baixa intensidade em esteira, através de técnicas de imunofluorescéncia;
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- Identificar e quantificar a expressdo do PGC-1a no musculo psoas de
camundongos wild type e mdx, sedentarios e apos 37 sessdes de treinamento de
baixa intensidade em esteira, através de técnicas de imunofluorescéncia.

- Quantificar o diametro menor dos diferentes tipos de fibras no musculo
psoas de camundongos wild type e mdx, sedentarios e apdés 37 sessbes de
treinamento de baixa intensidade em esteira, através de técnicas de
imunofluorescéncia;

- Identificar e quantificar os diferentes tipos de fibras no musculo psoas de
camundongos wild type e mdx, sedentarios e apds 37 sessdes de treinamento de

baixa intensidade em esteira, através de técnicas de imunofluorescéncia.

3- REVISAO DA LITERATURA
3.1- MUSCULO ESQUELETICO

3.1.1- Caracteristicas do musculo esquelético

O musculo esquelético compde cerca de 40% do peso corporal em seres
humanos, sendo controlado pelo sistema nervoso e sustentando o sistema
esquelético. Sua principal funcdo é transformar energia quimica em energia
mecanica, produzindo calor, forca e movimento, auxiliando também na respiracéo,
na postura, na protecdo de Orgdos vitais e servindo para o armazenamento de
substancias importantes, sendo um sistema fundamental para a sobrevivéncia e a
independéncia funcional (FRONTERA e OCHALA, 2015) (Figura 1).

O musculo esquelético é constituido por milhares de fibras musculares
multinucleadas que estédo envolvidas por tecido conjuntivo. Cada fibra € composta
por miofibrilas que permanecem agrupadas formando os sarcémeros, uma unidade
fundamental da fibra muscular. Cada sarcobmero contém miofilamentos contrateis
chamados de actina e miosina, 0s quais se mantém em uma sequéncia repetida
causando o padrao estriado do musculo esquelético (DAVE e VARACALLO, 2019)
(Figura 1). S&o essas proteinas as responsaveis pela contragdo muscular, onde a
forca contrétil € produzida através das pontes cruzadas que se formam entre a
actina e a miosina na presenca de célcio (Ca?*) e ATP (POWERS, et al., 2016). As
células musculares sdo inervadas por neurbnios motores, e com a acao do
neurotransmissor acetilcolina, ocorre a propagacao de um potencial de acdo que

despolariza as células, liberando o calcio do reticulo sarcoplasmatico para o interior
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da célula. O célcio liga-se a uma proteina reguladora chamada troponina C, a qual,
junto com a tropomiosina, sofre uma mudancga conformacional, expondo os sitios de
ligacdo da actina, permitindo o acoplamento da cabeca energizada da miosina,
tracionando os filamentos de actina, e consequentemente levando ao encurtamento
do sarcomero, e produzindo a contragdo muscular (SCHNYDER e HANDSCHIN,
2015; FRONTERA e OCHALA, 2015).

Figura 1. Esquema ilustrativo da estrutura do musculo esquelético.
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Imagem adaptada de IESPE, 2016. Fonte: https://www.iespe.com.br/blog/o-musculo-e-suas-estruturas/

3.1.2- Classificacao das fibras musculares

O musculo esquelético é um tecido de grande heterogeneidade, e por isso
apresenta fibras musculares com uma variedade de propriedades contrateis, as
quais permitem que o musculo sofra remodelacdo em resposta a varias demandas
metabdlicas e mecanicas (CANEPARI, et al., 2010). As fibras musculares podem ser
classificadas de acordo com (1) seu metabolismo, ou seja, oxidativas e/ou
glicoliticas; (2) sua cor, ou seja, em fibras vermelhas ou brancas; e (3) pela
velocidade de contragdo em fibras de contragdo lenta e fibras de contragéo rapida.
Essas caracteristicas estéo relacionadas as isoformas da cabeca pesada da miosina
(MHC), e diante disso, as fibras podem ser puras, por apresentarem apenas uma
isoforma da MHC (sendo representadas por fibras do tipo I, lIA, 1IB, IID ou IIX), ou
podem ser hibridas por apresentarem duas ou mais isoformas da MHC (sendo
representadas por fibras do tipo IIBD, IIAD, IC, IIC) (TALBOT e MAVES, 2016;
QAIZAR, et al., 2016).
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As fibras do Tipo |, caracterizadas pela cor vermelha, sdo mais oxidativas
e resistentes a fadiga, além de apresentarem velocidade de contracdo mais lenta
gquando comparadas as fibras do tipo IIB que sdo mais glicoliticas e de contracao
mais rapida, sendo caracterizadas pela cor branca. As fibras do tipo A séo
intermediéarias, e por isso sdo fibras mais glicoliticas do que as do tipo |, sendo por
outro lado mais oxidativas do que as fibras do tipo IIB. Contudo, as fibras
musculares podem se adaptar para atender as atividades extrinsecas, o0 que
chamamos de plasticidade muscular, na qual € possivel a transicdo entre as fibras,
onde ha a alteracdo na expressao das isoformas da MHC. Essa transicdo se atribui
a uma organizacédo linear das fibras puras, as quais estdo intercaladas por fibras
hibridas, podendo transitar das fibras mais lentas (oxidativas) para as mais rapidas
(glicoliticas) ou vice-e-versa (I « IC < IIC < IIA < IIAD « [ID « IIDB « 1IB)
(PETTE e STARON, 2001; SOUKUP e SMERDU, 2015).

Varios fatores podem influenciar na transicdo das fibras (PETTE e
STARON, 2001), como, por exemplo, o envelhecimento, os horménios, o exercicio e
a atividade fisica, assim como a inatividade fisica e as distrofias musculares.
Segundo WEBSTER, et al. (1988), as fibras rapidas do tipo Il, mais especificamente
as do tipo 1IB, sao as primeiras fibras a degenerarem e se regenerarem no musculo
distréfico de individuos com Distrofia Muscular de Duchenne. Esse processo
acontece antes do acometimento das fibras do tipo I, que também serdo afetadas
pela doenca, porém de forma mais tardia, e por isso, 0s musculos com
predominancia de fibras tipo Il sdo primeiramente afetados. Ainda ndo esta
totalmente claro o porqué das fibras lentas serem mais resistentes na DMD, e uma
explicagdo pode ser o aumento da utrofina em fibras do tipo I. A utrofina € uma
proteina homdéloga a distrofina, podendo compensar a falta desta, e por isso pode
ser um possivel alvo para terapéuticas na DMD, bem como na promocdo da
transicéo para fibras lentas, o que levaria ao retardo da doenca (WEBSTER, et al.,
1988; TALBOT e MAVES, 2016).

3.1.3- Miogénese

A miogénese embrionaria € responsavel pela formacgéo e crescimento dos
musculos esqueléticos durante o desenvolvimento dos vertebrados. Os muasculos da

cabeca se originam do mesoderma craniano, enquanto as primeiras células
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musculares do tronco e dos membros se originam dos somitos de uma regiao
especifica chamada de dermomiétomo (ZAMMIT, 2017). Ap6s a maturacdo dos
somitos, as células progenitoras musculares expressam os fatores de transcricao
Pax3 e Pax7 que apresentam papéis importantes durante o desenvolvimento. O
Pax3 é responsével pela formag¢do muscular embrionaria, enquanto que a funcéo do
Pax7 é mais significativa no crescimento muscular pds-natal. Ambos os fatores de
transcricdo se articulam com a familia de fatores reguladores miogénicos, a qual
compreende as proteinas Myf-5, MyoD, Mrf4 e Miogenina (MyoG) (COLLINS, et al.,
2009; RELAIX, et al., 2005).

Os fatores reguladores miogénicos, MyoD e Myf-5, sdo os primeiros a
serem expressados, e S80 necessarios para a subsequente expressao de Miogenina
e Mrf4, os quais sdo responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo dos mioblastos
em midcitos, amadurecendo-os em miofibras. O MyoD, que persiste nos miotubos,
colabora com a Miogenina na regulacdo da expressdo dos genes necessarios para a
diferenciacao terminal (BLAIS, et al., 2005).

3.2- LESAO E REGENERACAO MUSCULAR

Dependendo da localizacdo e da proporcdo do musculo esquelético, ele
estd mais sujeito a sofrer lesées no cotidiano, sendo o trauma mecanico, tanto
externo quanto interno, a causa mais comum de lesdo muscular. Esse tipo de lesdo
destréi a integralidade do sarcolema e da lamina basal, resultando no influxo de
calcio extracelular, o que futuramente leva a necrose e a degeneracdo muscular.
Entretanto, gracas a capacidade de regeneracdo do mdasculo, as funcbes
musculares e as miofibrilas lesionadas podem ser restauradas. Para que isso ocorra,
a regeneracao depende de varios processos, comecando pela ativacdo das células
miogénicas, conhecidas como células satélites (TIDBALL, 2017; SHIAFFINO, et al.,
2017).

3.2.1- Células Satélites

As células satélites (CS) foram identificadas pela primeira vez em 1961
por Alexander Mauro que ao detectar essas células mononucleadas as chamou de

“Células Satélites” devido a sua localizagao anatémica entre o sarcolema e a lamina
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basal das fibras musculares (MAURO, 1961) (Figuras 2 e 3). No entanto, estudos
mais recentes tém mostrado que as células satélites podem ser encontradas
também em posicées nao tipicas, como no intersticio e proximo a membrana basal
de outras estruturas, como pequenos vasos e nervos (BANKOLE, et al., 2013;
LINDSTROM; TJUST; DOMELLOF, 2015). Estudos mostraram que ha uma maior
quantidade de células satélites em fibras do tipo | quando comparadas com fibras do
tipo Il (YIN; PRICE; RUDNICKI, 2013).

Figura 2. Esquema ilustrativo da localizag&o da célula satélite no musculo esquelético.
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Imagem adaptada de SKUK, 2013.

Figura 3. Imunofluorescéncia para Células Satélites.

Localizacdo Classica das Células Satélites no musculo esquelético. Vermelho: Laminina; Azul:
Nucleos; Verde: Pax7. A- Nucleos da célula, DAPI (setas). B- Células satélites identificadas pelo
Pax7 (setas). C- Sobreposicdo do nacleo com as células satélites (setas). Imagens de
imunofluorescéncia de laminas do muasculo psoas adquiridas através do equipamento ImageXpress
(Molecular Devices) durante o presente projeto de pesquisa. (Barra = 50 pm).

As CS funcionam como precursoras miogénicas para o crescimento e o
reparo muscular no musculo esquelético adulto, e normalmente permanecem

inativas, em estado de repouso. Contudo, na presenca de um estimulo, como, por
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exemplo, a lesdo muscular, as CS se ativam, proliferam, diferenciam e se fundem
para formar miotubos, ou apenas se fundem com fibras danificadas para que haja
reparacdo enquanto reabastecem o pool de células satélites (MOURIKIS; RELAIX,
2016; SNIJDERS, et al., 2015).

As CS envolvidas no processo de regeneracao pds-natal passam por um
processo semelhante ao do desenvolvimento, pois estdo sob a mesma hierarquia
genética nos dois processos. A identificacdo das CS envolve o uso de marcadores
gue caracterizam esse tipo de célula, sendo o Pax7 o mais definidor. Entretanto, ha
varios outros marcadores para CS, como os fatores regulatérios miogénicos, Barx2,
M-caderina, proteina de adeséo celular vascular 1 (VCAM-1), molécula de adeséo
de células neurais 1 (NCAM-1), entre muitas outras (ALMEIDA, et al., 2016).

A regeneracdo das fibras musculares ocorre pela acdo das CS, as quais,
ainda inativas, expressam Pax7, e entdo se ativam e migram para o local da leséo,
onde proliferam pela alta expressao de MyoD e Myf-5. A partir desta fase, as CS séo
conhecidas como mioblastos. A préxima etapa é a diferenciacdo, a qual € marcada
pela regulacdo negativa de Pax7 e pela regulacdo positiva de Mrf4 e Miogenina.
Nessa fase, os mioblastos podem se diferenciar em novas miofibras multinucleadas,
processo chamado de hiperplasia, ou podem se fundir as miofibras danificadas,
processo chamado de hipertrofia. Apds estes passos, as miofibras regeneradas
amadurecem e desempenham a sua fungéo contratil (Figura 4) (BROEK; GREFTE;
HOFF, 2010).

No musculo saudavel, este reparo acontece normalmente, mas no caso
de algumas doencas, como a Distrofia Muscular de Duchenne, as funcbes das CS
sao indiretamente afetadas. Isso ocorre devido ao recrutamento constante dessas
células para a regeneragcdo muscular, o que leva ao seu esgotamento com
consequente perda de capacidade regenerativa nos musculos distréficos (BOLDRIN;
ZAMMIT; MORGAN, 2015).
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Figura 4. Representacdo dos fatores miogénicos envolvidos na ativacao, proliferacéo e diferenciacédo
das células satélites durante a miogénese pos-natal.
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As células satélites permanecem quiescentes no muasculo adulto normal e podem ser ativadas, por
exemplo, por lesdo muscular. Uma vez ativadas, as células satélites se proliferam e se diferenciam
em mioblastos e se fundem para formar miotubos, os quais amadurecem em miofibras. Pax7 é
expresso principalmente em células satélites quiescentes e ativadas. As células satélites sao
marcadas pelo MyoD e Myf5 principalmente nas fases de ativacdo e proliferacdo, enquanto que a
miogenina e o Mrf4 marcam a diferenciacéo e a fusdo. Imagem adaptada de ZAMMIT, et al. 2006.

3.2.2- PGC-1a

O musculo esquelético se adapta as necessidades do corpo por meio de
varios processos que controlam a biogénese mitocondrial, a angiogénese e a
composicdo dos tipos de fibras musculares, e o0 PGC-1a desempenha um papel
essencial nessa adaptacao fisiolégica, sendo muito importante para a manutencgao
da funcdo metabdlica muscular, ativando e sendo ativado por vérias cascatas de
sinalizacdes (BALDELLI, et al., 2014).

O PGC-1a é membro da familia de coativadores transcricionais do
receptor y ativado por proliferador de peroxissoma 1 (PGC-1) e é altamente
expresso em tecidos oxidativos, sendo a sua principal funcdo estimular o aumento
da quantidade de mitocondrias e aumentar o metabolismo oxidativo, tendo papel
muito importante na angiogénese, na inflamacdo, na formagdo de juncao
neuromuscular e nos tipos de fibras musculares (SUNTAR, et al., 2020).

A expressédo do PGC-1a é induzida tanto por fatores fisiologicos quanto
pelo exercicio fisico, frio e jejum (AUSTIN; ST-PIERRE, 2012; ARNOLD, 2007). O
exercicio fisico depende da capacidade oxidativa do musculo esquelético, que por
sua vez é dependente da funcdo mitocondrial e do suprimento sanguineo. O

exercicio fisico aer0bio aumenta a captacdo maxima de oxigénio, esgota o0s
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estoques de glicogénio e aumenta a razdo ADP/ATP, levando a ativacdo da AMPK e
promovendo a fosfoativagcdo do PGC-1a que, por sua vez, interage com fatores de
transcricdo NRF1 e NRF2, os quais induzem a expressao de genes mitocondriais,
incluindo aqueles que codificam TFAM e OXPHOS, diferente do treinamento de
forca, com a ativagdo da via mTOR, levando a resultados metabdlicos diferentes
(Figura 5) (VILLALVAZO, et al.,, 2019; BALDELLI, et al., 2014). O PGC-1a é
encontrado em maior quantidade nas fibras musculares do tipo | e IIA, como por
exemplo no musculo séleo (HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008).

Na DMD, a capacidade de fosforilagdo oxidativa e a funcéo mitocondrial
sdo reduzidas, podendo ocorrer também intoxicacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e anormalidades na sinalizacdo do calcio, entre outros. Esses
fatores, os quais se encontram desregulados, estdo associados a expressdo e
funcdo da proteina PGC-1a (HANDSCHIN, et al., 2007). ARNOLD (2007) observou
gue a expressdo de PGC-1a no musculo esquelético de camundongos mdx (modelo
animal experimental para a Distrofia Muscular de Duchenne) sedentéarios reduz os
niveis de creatina quinase, de necroses, e apresenta um menor comprometimento
das fibras musculares, melhorando a fun¢gdo muscular, o que sugere que o PGC-1a
pode ser um novo alvo terapéutico para DMD.

Figura 5. Papel do PGC-1a na coordenagado da expressdo de genes mitocondriais durante o
exercicio fisico.
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Durante o exercicio fisico aerdbio, a AMPK ativada é responsavel pela fosforilacdo de PGC-1a que
interage com NRF1 e NRF2, os quais induzem a expressdo de genes mitocondriais, incluindo aqueles
gue codificam TFAM e OXPHOS. A via mTOR é inibida nessa situacdo (Imagem adaptada de
VILLALVAZO, et al., 2019; BALDELLI, et al., 2014).
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3.3- DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), a mais comum e severa entre
as distrofias, tem incidéncia de 1:5000 nascidos vivos do sexo masculino, e ocorre
devido a uma mutacdo na regido Xp21l do cromossomo sexual X, resultando na
auséncia da proteina distrofina, cuja funcdo € de manutencédo e estabilidade do
musculo esquelético (DIETZ, et al., 2020). A falta dessa proteina acarreta em uma
degeneracgdo progressiva das fibras musculares, e os individuos tém como principal
sintoma a fraqueza muscular (WALDROP; FLANIGAN, 2019). Os individuos do sexo
feminino, por apresentarem dois cromossomos X, ndo desenvolvem a doenca, e em
geral sdo assintomaticas desde que sejam compensadas pelo outro cromossomo X
normal (NOZOE, et al., 2016).

A distrofina é uma proteina estrutural essencial no musculo esquelético, e
localiza-se no sarcolema, onde se associa a varias proteinas para formar o
complexo proteico associado a distrofina (DAPC). Sua principal funcdo é ligar a
matriz extracelular ao citoesqueleto de actina, proporcionando estabilidade e
manutencdo para a membrana, protegendo-a contra 0 estresse mecanico e
prevenindo rupturas (Figura 6). A distrofina € uma proteina complexa e grande (427
kDa), caracteristica que a deixa mais suscetivel a mutacdes (EHMSEN; POON;
DAVIES, 2002). A desestabilizagdo do DAPC na auséncia da distrofina acarreta em
danos nas fibras musculares, e posteriormente leva a perda da funcdo muscular e
necrose, como acontece na DMD (MANNING; O'MALLEY, 2015).

Figura 6. Representacao ilustrativa da localiza¢@o da distrofina no masculo esquelético.
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Interagdo da distrofina com proteinas citoplasmaticas, transmembrana e extracelulares no musculo
esquelético (Imagem reformulada a partir de RAVINDRAN, 2018).
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As manifestacdes clinicas da DMD se tornam evidentes entre os 3 e 5
anos de idade, quando a crianga comeca a apresentar alguns sinais que Sao
caracteristicos da doenca, tais como: atraso do inicio da marcha, quedas frequentes,
marcha tipica (anserina), dificuldade para subir escadas ou levantar-se do chao
(sinal de Gowers), e pseudo-hipertrofias de panturrilha devido a substituicdo do
tecido muscular por tecido conjuntivo. Com o decorrer do tempo, os portadores da
DMD perdem a capacidade de deambulacédo, na qual se faz necessario a utilizacao
da cadeira de rodas por volta dos 12 anos de idade. A progressdo da doenca pode
levar ao 6bito no final da adolescéncia por insuficiéncia cardiaca e/ou respiratoria

devido ao acometimento do miocardio e do diafragma (YIU; KORNBERG, 2015).

3.3.1- Modelo experimental da DMD, os Camundongos mdx

Para entender melhor a fisiopatologia da DMD, as alterac6es no musculo
esquelético, e testar possiveis protocolos terapéuticos, pesquisadores tém utilizado
0 modelo experimental da Distrofia Muscular de Duchenne, o camundongo mdx, o
qual também apresenta uma mutacdo no cromossomo X, porém na regido Xp23,
ocasionando a deficiéncia da distrofina. Isto faz com que o mdx seja um modelo
apropriado para o estudo da doencga, pois estes camundongos também sao afetados
por degeneragao e necrose.

Os camundongos mdx apresentam progressdao da doenca semelhante
aos humanos, e por isso vivem menos do que 0s animais controle. O musculo
esquelético do mdx apresenta infiltracdo de células inflamatdrias, fibrose, perda da
funcdo muscular, entre outras caracteristicas que sdo vistas no muasculo humano,
porém de forma menos agressiva quando comparadas aos humanos com DMD. A
necrose nos musculos dos membros posteriores atingem o pico por volta das 3-4
semanas de idade, mas depois estabilizam (YUCEL, et al., 2018), com excecédo do
musculo diafragma que sofre deterioracdo progressiva, como também visto em
humanos com DMD (MCGREEVY, et al., 2015). Outro motivo que leva a utilizacao
do camundongo mdx, é por nao ser possivel testar possiveis estratégias
terapéuticas em criangcas com DMD, pelo fato desta ser uma doenca degenerativa e
progressiva, o que implica em riscos de lesionar ainda mais a musculatura e agravar
a situagéo dessas criancas (PARTRIDGE, 2013; MANNING; O'MALLEY, 2015).
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3.4- AVANCOS NO TRATAMENTO DA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

Atualmente ainda ndo se tem a cura para a DMD, mas ha tratamentos
que tém como objetivo proporcionar melhor qualidade de vida e retardar a
progressdo da doenca, aumentando a taxa de sobrevivéncia. Sabe-se que um
individuo com DMD pode passar dos 25 anos de idade quando tratado de maneira
correta, diferentemente do que ocorria na década de 60, época em que esses
individuos iam a 6bito aos 14 anos de idade (MAH, 2016). Entretanto, a DMD ainda
estd associada a morte precoce, e por isso 0s estudos continuam a avangar com 0
propdsito de descobrir novas estratégias terapéuticas para trazer mais beneficios
aos pacientes com DMD.

O uso de glicocorticoides (medicamentos para insuficiéncia cardiaca),
cirurgia para escoliose, fisioterapia, e o uso da ventilacdo ndo invasiva, sdo
estratégias utilizadas para aumentar a sobrevivéncia de pacientes com DMD
(MORENA, et al., 2019). Segundo COWEN, et al. (2019), os glicocorticoides mais
prescritos atualmente sdo a prednisona e o deflazacort, ambos considerados
tratamento padrdo da DMD e trazendo multiplos beneficios, incluindo atraso da
perda da funcdo muscular e melhora na forca e na mobilidade. Todavia, 0 uso
prolongado desses medicamentos traz varios efeitos colaterais. Segundo o “The
Duchenne Registry” dos Estados Unidos, uma proporcao consideravel de pacientes
com DMD néo faz a terapia recomendada, e as principais raz6es para 0 hdo uso das
medicacbes, € que eles ndo foram prescritos ou recomendados, bem como
preocupacdes com os efeitos colaterais (GLOSS, et al., 2016; COWEN, et al., 2019).
Por isso é de extrema importancia, além de necessario, que haja outras opcoes de
tratamentos eficazes para os individuos afetados por essa doenga (RANGEL et al.,
2012; COWEN, et al., 2019).

3.5- EXERCICIO AEROBICO, UMA ESTRATEGIA TERAPEUTICA PARA A DMD

Como a DMD é uma doenca caracterizada pela perda de forga muscular,
o treinamento aerdbico pode ser uma terapia adequada, sendo que esse tipo de
exercicio é conhecido por melhorar a forca e resisténcia muscular em individuos
saudaveis. Entretanto, o beneficio do exercicio fisico para DMD ainda é

desconhecido e muito debatido, e se encontra limitado a modelos animais, pois 0
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proprio exercicio pode exacerbar os danos musculares da doencga, e é necessario e
de extrema importancia estabelecer limites antes de prescrever esse tipo de
tratamento aos pacientes (GRANGE; CALL, 2007).

Aos individuos com DMD, o aumento de estresse mecéanico nas fibras
musculares deve ser evitado, por isso estudos tém aconselhado evitar exercicios de
alta intensidade, e optar pelo exercicio de baixa intensidade logo no estagio inicial
da doenca, no qual os danos mecéanicos sao evitados e as propriedades contrateis
sdo otimizadas (FRINCHI, et al., 2021). O exercicio fisico na DMD pode aumentar a
expressdo da proteina utrofina (GORGON, et al.,, 2013), além da quantidade de
células satélites, como observado por KUROSAKA (2009) e SHEFER (2010) em
modelos de roedores que usaram tanto a roda voluntaria quanto a corrida forcada
em esteira, exercicios que promoveram a transicdo de fibras do tipo Il (glicoliticas)
para as do tipo | (oxidativas) (CAMPOS, et al., 2002). Outro beneficio é o aumento
na expressado do PGC-1a (ABREU, et al., 2017; FRY, et al., 2014). A partir destes
resultados, espera-se que o treinamento aerdbio de baixa intensidade em individuos
com DMD traga aumento de massa muscular, aumento da for¢ca e diminuicdo da
fadiga, contribuindo para o retardo da doenca e uma melhor qualidade de vida.
Contudo, é necessario a realizacdo de estudos que avaliem os benéficos do
exercicio fisico primeiramente em animais distréficos (mdx) para determinar os
limites funcionais visando maximizar os beneficios do exercicio e minimizar os danos
da distrofia, e assim, permitir prescricbes de confianca para pacientes com Distrofia
Muscular de Duchenne (KOSTEK; GORDON, 2018). A figura 7 mostra alguns dos

efeitos da corrida em esteira de baixa intensidade em camundongos mdx.
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Figura 7. Efeitos da corrida em esteira de baixa intensidade no modelo mdx.
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O exercicio de baixa intensidade pode reverter: (1) A resposta inflamatéria, induzindo um
deslocamento da populagédo de macrdfagos do tipo pro-inflamatério M1 para o tipo M2 e modulando
as vias e moléculas inflamatérias, incluindo NF-kB (fator nuclear-kB), CCL2 (Proteina quimioatraente
de mondcitos-1), Adiponectina e PGC-1a; (2) A fibrose, pela reducdo da deposicédo de colageno; (3)
A degeneracdo muscular, pela ativacdo de células satélites; (4) O estresse oxidativo e o
comprometimento metabdlico por inducao da ativacdo de antioxidantes, do metabolismo mitocondrial
e da via do PGC-1a (Imagem adaptada de FRINCHI et al., 2021).

4- MATERIAS E METODOS
4.1- ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA n° 4740230518) da Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar (Anexo
1). Foram utilizados 24 animais, sendo 12 camundongos selvagem (wild type:
C57BL-10) e 12 camundongos mdx (Background: C57BL-10), modelo experimental
para a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). Esses animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (CEMIB), e
separados em 4 animais por gaiola, com acesso livre a agua e comida. As gaiolas
foram higienizadas de acordo com os procedimentos do Laboratério de Fisiologia e
Biofisica Muscular (LFBM). O ciclo claro/escuro foi invertido, sendo que as luzes se
apagavam as 07h e se acendiam as 19h. Durante os treinamentos e manuseio dos
animais era acendida a luz vermelha para evitar interferéncia no ciclo sono-vigilia

dos mesmos, 0s quais se caracterizam como noturnos.
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Os camundongos foram divididos entre sedentarios e treinados,
originando 4 grupos experimentais: WT-SED: wild type Sedentario, WT-TR: wild type
treinado, MDX-SED: mdx sedentario, e MDX-TR: mdx treinado, com cada grupo
sendo composto por 6 animais (Figura 8). Os procedimentos foram iniciados quando
0s animais completaram 6 semanas de idade, com o0s animais sedentarios
respeitando a idade dos animais treinados nos respectivos dias de treinamento (37
sessOes). A faixa etaria foi escolhida devido ao musculo esquelético apresentar
alteracbes morfofuncionais importantes (LOWE, WILLIAMS, et al., 2006),
equiparando-se a idade de pacientes jovens com DMD (MATHUR, LOTT, et al.,
2010).

Figura 8. Esquema de divisdo dos grupos dos animais.
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4.2- TREINAMENTO
4.2.1- Esteira Motorizada

Os animais dos grupos WT-TR e MDX-TR foram treinados em uma
esteira motorizada da Insight. A esteira era equipada com um painel de controle com
regulador de velocidade, chave liga-desliga, mostrador digital para o tempo, a
distancia percorrida e botbes para reiniciar o relégio e o contador de distancia
(Figura 9).
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Figura 9. Esteira motorizada para camundongos.

4.2.2- Treino aerdbio de baixa intensidade

Os animais dos grupos treinados (WT-TR e MDX-TR) iniciaram as
sessfes de treinamento quando completaram 6 semanas de idade. Os mesmos
foram submetidos ao exercicio aerébio de baixa intensidade em esteira motorizada
sem inclinagéo (0° de inclinacéo), e antes de cada sesséo, eles passaram por um
periodo de aquecimento de 2 minutos a uma velocidade de 7m/min. Apds este
periodo, os animais foram exercitados a uma velocidade entre 9-10m/min durante 30
minutos (Figura 10). Esses valores foram escolhidos de acordo com a literatura
(FRINCHI, et al., 2021; SCHILL, et al., 2015). O protocolo de exercicio foi realizado
durante trés dias da semana, de maneira intervalada (segunda-feira, quarta-feira e
sexta-feira), até completarem 37 sessfes de treinamento. Enquanto isso, 0S grupos
WT-SED e MDX-SED passaram o mesmo periodo de tempo em suas gaiolas,
seguindo o protocolo de sedentarismo, sendo manuseados apenas para

higienizacdo das gaiolas.

Figura 10. Camundongos em treinamento na esteira motorizada.
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4.2.3- Obtencdo dos musculos

ApOs os periodos de experimento, todos os animais foram pesados e
anestesiados com Xilasina 100 mg/kg PV + Ketamina 100 mg/kg PV. Em seguida foi
realizada a eutanasia por método de decapitacdo em uma guilhotina propria para
camundongos.

Uma incisdo na regido ventral direita e esquerda do animal foi realizada e
0 musculo psoas foi exposto e retirado de ambos os lados. Os fragmentos foram
envolvidos em talco e submetidos ao congelamento em nitrogénio liquido. A
estocagem dos mesmos ocorreu em freezer a -80 °C até o processamento do
material.

Vale ressaltar que esse musculo foi escolhido devido a suas
caracteristicas bioquimicas, visando que a doenca torna os musculos de contracao
mais rapida mais susceptiveis a lesdo quando comparados aos de contracdo mais

lenta.

4.3- PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O processamento histolégico contou com o seccionamento dos
fragmentos em cortes transversos de espessura de 6 pum, com auxilio do Criostato
Leica CM 1850 UV (equipamento multiusuario) a uma temperatura de -25 °C (Figura
11). Os cortes para histologia basica foram colhidos em laminas de 76x26 mm e
corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para analise dos aspectos genéricos das
fibras musculares. A analise morfologica contou com a utilizagdo de microscopio de
luz da Kasvi (lente de 40x), seguindo orientacbes fornecidas na literatura
(CORNACHIONE, CACAO-BENEDINI, et al., 2008; CORNACHIONE, CACAO-
BENEDINI, et al., 2011). A hematoxilina € um corante basico de cor azul purpura,
responsavel por corar substancias acidas do tecido, como por exemplo 0s nucleos,
enquanto que a eosina é um corante acido de cor roseal/vermelho que tem atragéo

por substancias basicas como o citoplasma.
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Figura 11. Criostato Leica CM 1850 UV.

Seta vermelha: Musculo psoas de camundongo fixo e pronto para a realizacdo dos cortes.

4.4- ANALISE DO DIAMETRO MENOR

A analise do diametro menor das fibras do musculo psoas de cada animal
foi realizada a partir da mensuracédo de 4 campos aleatérios em cada amostra com
imunomarcacédo para MHC (os mesmos campos utilizados para quantificacdo de
fibras). Foi utilizado o programa Image J (versdo:1.52a java 1.8.0_112, 64-bit) para
as mensuracdes, pelo pardmetro geométrico '‘diametro de Feret' minimo
(PEDRAZZANI, 2019).

4.5- PROCESSAMENTO PARA IMUNOFLUORESCENCIA

O processamento para imunofluorescéncia também contou com o
seccionamento dos fragmentos em cortes transversos na mesma espessura. A
técnica de imunofluorescéncia (IF) utilizada foi a indireta, na qual foi aplicado um
anticorpo primario especifico ndo fluorescente, e um anticorpo secundario ligado ao
fluoréforo fluorescente que se associa somente ao anticorpo primario, o qual reage
com um antigeno especifico.

Para a realizacdo do procedimento, a amostra foi retirada do freezer para
secar em temperatura ambiente. Apos a secagem, foi utilizado o bloqueador de
ligacdes inespecificas mouse on mouse (MOM, Vector Laboratories), o qual
permaneceu por 1 hora nas amostras. Em seguida, o MOM foi removido e as

amostras foram lavadas 1x com PBS 1%. O tecido foi incubado com os anticorpos
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primérios (Tabela 1) e levado a estufa 37 °C por 45 minutos. Posteriormente, as
amostras foram lavadas 3x com PBS 1% com um intervalo de 5 min entre as
lavagens. Logo apods, os tecidos foram incubados com os anticorpos secundarios
(Tabela 1) e levados a estufa 37 °C por 35 minutos, seguido de novas lavagens com
PBS 1% em intervalos de 5 min cada. Por fim, foi utilizado o meio de montagem
(com ou sem DAPI — marcador nuclear), e as laminas foram devidamente guardadas
em freezer -20 °C. Para a visualizacdo da IF foi utilizado o sistema de imagens
ImageXpress XLS System (Molecular Devices) (equipamento multiusuério) (Figura
12).

Tabela 1. Anticorpos utilizados com suas respectivas informacdes e concentracdes.

Primarios Isotipo Hospedeiro Fabricante Concentracao
Anti-Laminina IgG Anti-Rabbit Abcam 1:200
Pax-7 1gGl Anti-Mouse Santa Cruz 1:10
F5D (Miogenina) 1gGl Anti-Mouse DSHB 1:1
PGC-la IgG2a Anti-Mouse Santa Cruz 1:50
Anti-Distrofina IeG Anti-Rabbit Abcam 1:400
SC-71 (MHC IIA) 1eGl Anti-Mouse DSHB 1:50
BF-F3 (MHC IIB) IgM Anti-Mouse DSHB 1:100
Secundarios Isotipo Hospedeiro Fabricante Concentragio
Alexa Fluor 488 IeG Anti-Rabbit Invitrogen 1:200
Alexa Fluor 488 IgG1 Anti-Mouse Jackson 1:200
Alexa Fluor 647 IgG Anti-Rabbit Invitrogen 1:200
Alexa Fluor 647 1gG2a Anti-Mouse Santa Cruz 1:1000
Alexa Fluor 647 IgM Anti-Mouse Abcam 1:500

Figura 12. Equipamento ImageXpress XLS System com o software MetaXpress.
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A imunofluorescéncia € uma técnica que permite visualizar estruturas e
reacbes especificas da ligacdo antigeno—anticorpo através de diferentes
marcadores. Nesse estudo foram utilizados diversos anticorpos (Tabela 1) que
serviram para identificar proteinas e células musculares importantes durante a

miogénese, as quais estdo descritas a seguir.

e Distrofina

Para a imunomarcacdo da proteina distrofina, as laminas foram
incubadas com anticorpo primario Dys-ab15277 (1:400) e secundario Alexa
Fluor 488 (1:1000). Sendo assim, conseguimos visualizar a distrofina pela cor
verde. As laminas foram montadas com DAPI, marcando os nucleos em azul. As
imagens para imunomarcacao da proteina distrofina foram adquiridas na lente de

10x no equipamento ImageXpress XLS System (Molecular Devices).

e Células Satélites

Para identificacdo das células satélites quiescentes e em ativacao foi
utilizado como anticorpo primario o Pax7 (1:10) e secundario o Alexa fluor 488
(1:200). Para marcar as CS em diferenciacdo e fusdo foi utilizado o anticorpo
primario F5D (1:1) e o secundario Alexa Fluor 488 (1:200). Em ambas as
marcagOes, foi atribuida a cor verde as CS. Para marcagdo de nucleos foi
utilizado o meio de montagem DAPI, o qual cora os nucleos em azul.
Adicionalmente, utilizamos o anticorpo primario Anti-Laminina (1:200) e o
secundario Alexa Fluor 647 (1:200) para visualizacdo da membrana muscular
em vermelho. As marcagbes para Pax7 e Miogenina nédo foram feitas em um
mesmo experimento, devido as caracteristicas dos anticorpos serem iguais. Para
a quantificacdo das CS foram utilizadas imagens adquiridas na lente de 10x no
equipamento ImageXpress XLS System (Molecular Devices). Através do
programa Image J (verséo:1.52a java 1.8.0_112, 64-bit) foram contadas todas as
CS, localizadas abaixo da marcagcao da laminina, ou seja, abaixo da lamina basal
com seu respectivo nucleo, corado pelo DAPI. Nas mesmas imagens foram
contadas todas as fibras musculares para posteriormente ser feita a relacéao
CSffibra.
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Para melhor visualizagdo das CS, imagens foram adquiridas na lente

de 20x no mesmo equipamento.

e PGC-1a
O PGC-1a foi identificado através do anticorpo primario PGC-1a

(1:50), e posterior incubacdo com o anticorpo secundario Alexa Fluor 647
(1:1000), resultando em uma marcacao em vermelho. Adicionalmente, utilizamos
0 anticorpo primario Anti-laminina (1:200) e o anticorpo secundario Alexa Fluor
488 (1:200) para marcacao da laminina em verde. O fluoréforo DAPI foi utilizado
para marcacdo dos nucleos em azul.

Para a quantificacdo da proteina PGC-1a foi utilizado o programa
Image J (versdo:1.52a java 1.8.0_112, 64-bit). Quatro campos (w = 100/h = 100)
foram selecionados, evitando as bordas e possiveis artefatos para cada amostra
marcada com PGC-1a, e assim os dados foram coletados a partir da unidade de
fluorescéncia. As imagens quantificadas foram adquiridas na lente de 10x no
equipamento ImageXpress XLS System (Molecular Devices). Para melhor
visualizagao da presenca do PGC-1qa, imagens foram adquiridas na lente de 20x

no mesmo equipamento.

e MHC - Tipo De Fibras

Para a identificacdo dos diferentes tipos de fibras, foi utilizada a
aplicacao de dois anticorpos diferentes: o SC-71 (1:50) para marcacao das fibras
tipo IIA (FTIA) e BF-F3 (1:100) para marcacao das fibras tipo IIB (FTIIB).
Posteriormente, foi aplicado dois anticorpos secundarios: Alexa Fluor 488
(1:200) e Alexa Fluor 647 (1:500), os quais marcaram as FTIIA em verde e
FTIIB em vermelho. As fibras do tipo IID (FTIID) ndo foram submetidas a
aplicacdo de anticorpos primario e secundario, apresentando-se assim na cor
preta, ou seja, sem marcacao. Ja as fibras do tipo | (FTI) ndo foram marcadas,
pois o musculo psoas de camundongo nao contem esse tipo de fibra
(SARTORIUS, et al., 1998). O fluoroforo DAPI foi utilizado para marcagao dos
nacleos em azul.

Para a quantificacdo dos diferentes tipos de fibras foi utilizado o
programa Image J (versédo:1.52a java 1.8.0_112, 64-bit). Foram contadas as
fibras IIA (verde), IIAD/DA (verde com preto), IID (preto), IDB/BD (vermelho com
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preto) e as IIB (vermelho), e as mensuragbes foram realizadas a partir de 4
campos aleatérios em cada amostra com imunomarcacao para MHC. As imagens
guantificadas foram adquiridas na lente de 4x no equipamento ImageXpress XLS
System (Molecular Devices). Para melhor visualizagcéo das fibras, imagens foram

adquiridas na lente de 40x no mesmo equipamento.

4.6- ANALISES ESTATISTICAS

As comparacdes quantitativas para Imunofluorescéncia de Pax7,
miogenina e PGC-1a foram feitas através da andlise de variancia ANOVA utilizando-
se o teste One-Way com post-hoc de Bonferroni ou Brown-Forsythe and Welch, no
programa estatistico GraphPad Prism 5.01.

Para a analise dos dados de diametro menor, foi realizado o modelo linear
de efeitos mistos, através do procedimento PROC MIXED, seguido de transformacao
logaritmica natural dos dados para proporcdo de fibras, para que a variabilidade
fosse mais homogénea e a distribuicdo tedrica da média da amostra fosse
consistente com uma distribuicdo normal (CURRAN-EVERETT, 2018). Essas
analises foram realizadas através do software estatistico SAS® 9.4, com a ajuda da
estatistica Daiane Leite da Roza da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP.

Para todas as analises foram adotados os indices de significancia de 5%
(a=5%) com um intervalo de confianca de 95% (IC=95%)); (p < 0,05).

5- RESULTADOS

5.1- ANALISE HISTOLOGICA

Pela andlise morfolégica do musculo psoas, o qual foi corado com
Hematoxilina e Eosina (HE), foi observado uma estrutura muscular saudavel, com
fibras poliédricas, nucleos na periferia e sem alteracbes patolégicas nos grupos
controles WT-SED e WT-TR (Figura 13, A e B).

No grupo MDX-SED (Figura 13, C), além da estrutura muscular
apresentar nucleos centralizados em todos os animais na maioria das fibras,

indicando degeneracdo e regeneracdo muscular, também foi encontrada uma
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variacdo no tamanho das fibras, além de fibras basofilicas, splitting, necrose,
aumento de tecido conjuntivo e infiltrado inflamatério. O grupo MDX-TR (Figura 13,
D) apresentou alteracdes similares as do grupo MDX-SED, porém menos
expressivas. A Tabela 2 destaca em porcentagem quantos animais de cada grupo

apresentaram as anomalias.

Figura 13. Cortes histolégicos do musculo psoas corados em Hematoxilina e Eosina (HE).

A-Citoarquitetura normal do musculo psoas de camundongos WT-SED. B-Citoarquitetura normal do
musculo psoas de camundongos WT-TR. C- AlteragBes patolégicas no mdasculo psoas de
camundongos MDX- SED, seta grossa: Célula basofilica, seta fina: nicleo centralizado, seta
pontilhada: Splitting, ponta de seta: Necrose. sinal de mais: infiltrado inflamatdrio. D- AlteragBes
patolégicas no musculo psoas de camundongos MDX-TR, seta fina: nlcleo centralizado, seta
pontilhada: Splitting, asteriscos: variagdo no tamanho das fibras. (Barra = 50 pm).
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Tabela 2. Alteracdes patoldgicas das fibras do musculo psoas de camundongos WT-TR e MDX-TR
37 sessdes e WT-SED e MDX-SED 37 sessfes, identificadas pela técnica de coloracdo Hematoxilina
e Eosina.

Alteragdes Patoldgicas wWtSED wiTR  mdxSED mdxTR
Centralizacdo Nuclear 50%* 83%* 100% 100%
Variacdo de tamanho de fibras 0% 66% 100% 100%
Fibras Basofilicas 0% 0% 83%* 66%*
Aumento de Tecido Conjuntivo 0% 16%* 33%* 50%*
Splitting 16%* 66%* 100% 100%
Necrose 0% 0% 100%*  100%*
Infiltrado Inflamatdrio 0% 16%* 100% 100%

% Referencia o numero de camundongos gue apresentaram a anomalia no grupo
* Wenos de 5% de células

5.2- ANALISE DE IMUNOFLUORESCENCIA
5.2.1- Distrofina

O ensaio de Imunofluorescéncia para distrofina foi realizado para
certificacdo de que os animais mdx ndo apresentavam a proteina distrofina,
diferentemente dos animais wild-type, 0s quais expressam a proteina normalmente
(Figura 14).

Figura 14. Foto micrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcacdo da
distrofina em musculo psoas de camundongos.

A- Camundongo wild type (controle), distrofina presente em verde. B- Camundongo mdx (distrofico),
distrofina ausente. Marcacao de nucleos em azul (DAPI). (Barra = 100 pum).
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5.2.2- Células Satélites

A Figura 15 ilustra a quantificacdo das células satélites quiescentes e
ativadas identificadas através do marcador Pax7. Como esperado, o grupo WT-SED
apresentou poucas CS quiescentes/ativadas quando comparado ao grupo MDX-
SED (WT-SED x MDX-SED, p < 0.05). Apos o treinamento, os resultados mostraram
aumento quantitativo das CS nos camundongos mdx quando comparados ao
respectivo grupo sedentério, resultado também esperado (MDX-SED x MDX-TR, p <
0.05). A Figura 16 ilustra a presenca das CS quiescentes/ativadas através da técnica

de Imunofluorescéncia.

Figura 15. Quantificacdo de células satélites pelo marcador Pax7 no musculo psoas de
camundongos.

Célula Satélite/Fibra

— [

WTSED WTTR MDXSED MDXTR

Como esperado, o grupo WT-SED apresentou poucas CS quiescentes/ativadas quando comparado
ao grupo MDX-SED. Apés treinamento de baixa intensidade durante 37 sessées, os camundongos do
grupo MDX-TR apresentaram aumento de CS quando comparado com o grupo MDX-SED. *p < 0.05.



Efeitos do exercicio aerébio de baixa intensidade e de longa duragdo no musculo psoas de camundongos mdx - 49

Figura 16. Foto micrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcacdo de CS em
quiescéncia/ativacao através do anticorpo Pax7.

Os grupos mdx apresentaram maior quantidade de CS quando comparados aos wild type. O grupo
WT-SED apresentou poucas CS quiescentes/ativadas quando comparado ao grupo MDX-SED. Apés
treinamento de baixa intensidade durante 37 sessdes, os camundongos do grupo MDX-TR
apresentaram aumento de CS quando comparado com o grupo MDX-SED Vermelho: Laminina. Azul:
ndcleos. Verde: Pax7. Setas brancas: Células Satélites. (Barra =100 pum /10 pm).

A Figura 17 ilustra a quantificacdo das células satélites em diferenciacao
e fusédo identificadas através do marcador F5D (miogenina). Como esperado, o
grupo WT-SED apresentou poucas CS em diferenciacdo/fusdo quando comparado
ao grupo MDX-SED (WT-SED x MDX-SED, p < 0.05). A imunomarcacao das CS

pelo anticorpo F5D (miogenina) esta representada na Figura 18.



Efeitos do exercicio aerébio de baixa intensidade e de longa duragdo no musculo psoas de camundongos mdx - 50

Figura 17. Quantificacdo de células satélites pelo marcador F5D (miogenina) no muasculo psoas de
camundongos.

39

e | |

WT SED WTTR MDX SED MDX TR

Célula Satélite/Fibra

Como esperado, o grupo WT-SED apresentou poucas CS em diferenciacdo/fusdo quando comparado
ao grupo MDX-SED. *p < 0.05.

Figura 18. Foto micrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcacao de CS em
diferenciagéo/fusdo através do anticorpo F5D (miogenina).

| aconvmmn | oo | o  oow ]

O grupo WT-SED apresentou poucas CS em diferencia¢do/fusdo quando comparado ao grupo MDX-
SED. Vermelho: Laminina. Azul: ndcleos. Verde: Miogenina. Setas brancas: Células Satélites.
(Barra =100 pm / 10 pm).
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5.2.3- PGC-1a

As medidas de fluorescéncia para a proteina PGC-1a mostrou que a
doenca aumentou as caracteristicas oxidativas do musculo psoas, pois observamos
guantidade mais elevada no grupo MDX-SED (7.550,96) quando comparado ao
grupo WT-SED (438,17) (WT-SED x MDX-SED, p < 0.05). Como esperado, o
treinamento aerdbio de baixa intensidade aplicado por longo periodo aumentou a
densitometria desta proteina em ambos o0s grupos treinados, WT-TR (2.194,67) e
MDX-TR (10.985,33), quando comparados aos respectivos grupos sedentarios

(Figura 19). A Figura 20 ilustra a presenca da proteina PGC-1a em todos os grupos.

Figura 19. Quantificacdo da expressao da PGC-1a.
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O grupo MDX-SED apresentou maior expressdo de PGC-1a quando comparado ao grupo WT-SED.
Apés treinamento de baixa intensidade durante 37 sessfes, os camundongos dos grupos WT-TR e
MDX-TR apresentaram aumento na expressdo de PGC-1a quando comparados aos grupos
sedentarios. *p < 0.05.
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Figura 20. Foto micrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcacéo do PGC-
1a.

Os grupos mdx apresentaram maior expressao de PGC-1a quando comparados aos wild type. Apés
treinamento de baixa intensidade durante 37 sessfes, os camundongos dos grupos WT-TR e MDX-
TR apresentaram aumento na expressao de PGC-1a quando comparados aos grupos sedentarios.
Verde: Laminina. Azul: Nucleos. Vermelho: PGC-1a. Setas brancas: PGC-1 a. (Barra = 100 um / 10

pum).

5.2.4- AlteracBes do diametro menor das células musculares

Nossas analises para o diametro menor mostraram reducéo significativa
no trofismo das fibras dos tipos FTIIA, FTIIB e FTIID do musculo psoas dos animais
do grupo MDX-SED quando comparado aos animais do grupo WT-SED (WT-SED x
MDX-SED, p <0.05). Contudo, apds 37 sessdes de treinamento foi possivel observar
aumento do diametro FTIIB e FTIID (MDX-TR) quando comparado ao grupo
sedentario (MDX-SED x MDX-TR, p <0.05). Por outro lado, nos animais wild type o
treinamento reduziu o diametro das FTIIB e FTIIDB/BD no grupo WT-TR quando
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comparado ao grupo WT-SED (WT-SED x WT-TR, p <0.05). A figura 21 mostra as

diferencas estatisticas entre esses grupos.

Figura 21. Médias do diametro menor das fibras do misculo psoas de camundongos wild type e mdx.
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Médias do diametro menor das fibras musculares dos animais wild type e mdx. (*): O grupo WT-SED
mostrou maior diametro nas FTIIA, FTIIB e FTIID quando comparado com o grupo MDX-SED. (A): O
grupo MDX-TR mostrou maior didametro nas FTIIB e FTIID quando comparado com o grupo MDX-
SED. (e): O grupo WT-TR mostrou diminuicdo do didmetro nas FTIIB e FTIIDB/BD quando
comparado ao grupo WT-SED. p < 0.05.

5.2.5- Distribuicéao dos diferentes tipos de fibras

Na analise de proporcéo de fibras foi encontrado uma predominancia de
FTIIB em todos 0s grupos, o que ja era esperado pelo fato do psoas ser um musculo
glicolitico e caracterizado pela dominancia dessas fibras. Também foi verificada a
presenca de fibras hibridas (FTIIAD/DA e FTIIDB/BD). Adicionalmente, foi possivel
observar um aumento da proporgéo de FTIIA e uma diminuicdo de FTIIB no grupo
MDX-TR quando comparado ao grupo MDX-SED, mostrando que o exercicio fisico
de baixa intensidade durante 37 sessdes de treinamento pode ter efeito positivo nas
fibras do musculo distréfico mesmo nédo apresentando diferenca estatistica (Figura

22). A figura 23 ilustra os resultados encontrados de maneira qualitativa, mostrando
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os cortes do musculo psoas representativos de cada grupo (aumentos = 4x e 40x). E
possivel visualizar a distribuicdo e a proporcdo dos diferentes tipos de fibras no

musculo psoas.

Figura 22. Proporcao dos tipos de fibras no musculo psoas de camundongos wild type e mdx.
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Médias das FTIIA, FTIIAD/DA, FTIID, FTIIDB/BD e FTIID do muasculo psoas nos diferentes grupos
analisados.
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Figura 23. — Foto micrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcacdo dos
diferentes tipos de fibras.

A- Grupo WT-SED. B- Grupo WT-TR. C- Grupo MDX-SED. D- Grupo MDX-TR. As letras mailsculas
(A, B, C e D) mostram o musculo psoas inteiro para melhor visualizacao da distribuicdo das fibras,
(Barra = 500 um). Jé as letras minusculas (a, b, ¢c e d) mostram as fibras em maior aumento. Verde:

FTIIA. Verde com preto: FTIIAD/DA. Preto: FTIID. Preto com vermelho: FTIIDB/BD. Vermelho: FTIIB,
(Barra =50 pum).
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6- DISCUSSAO

Atualmente sabemos que ndo ha cura para a Distrofia Muscular de
Duchenne. No entanto, com o avanco das pesquisas e com o0 atendimento
multidisciplinar, a progressao da doenca pode ser retardada e a expectativa de vida
dos individuos afetados pode ser prolongada. O uso de glicocorticoides e de
suportes ventilatorios estdo associados ao aumento da expectativa de vida, mas
ainda assim, a DMD est4 associada com a mortalidade precoce, geralmente antes
dos 30 anos de idade por insuficiéncia cardiaca ou respiratéria, sendo que antes a
expectativa de vida era por volta de 19 anos de idade (VERHAART, et al., 2019).

A terapia com glicocorticoides oferece varios beneficios, retardando a
perda de forca muscular e assim melhorando a for¢ca e a mobilidade dos individuos
com DMD. Entretanto, o uso desses farmacos a longo prazo pode resultar em varias
reacoes adversas, incluindo ganho de peso, mudancas comportamentais e na
aparéncia, como também crescimento anormal do cabelo e osteoporose
(MATTHEWS, et al.,, 2016; BELL, et al., 2017). Por essa razdo, existe uma
necessidade de incluir tratamentos adicionais mais eficazes para a DMD, ou que
apresentam menos efeitos adversos.

O exercicio fisico aerobio de baixa intensidade vem sendo uma
ferramenta muito estudada pelos cientistas (PEDRAZZANI, et al., 2021; ABREU, et
al., 2017; FRY, et al., 2014; GORGON, et al., 2013) como uma estratégia importante
na reabilitacdo de musculos distréficos, quando aplicado de maneira efetiva e
cautelosa. Logo, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do
exercicio aerébio de baixa intensidade, aplicado por longo periodo de treinamento,
sobre a populagédo de células satélites, a expresséo da proteina PGC-1q, o trofismo
e os diferentes tipos de fibras do masculo psoas de camundongos mdx. Este projeto
mostrou algumas alteracbes negativas determinadas pela auséncia da distrofina e
alteracdes positivas apds 37 sessdes de treinamento, e por isso, nossos resultados
mostraram ser importantes e promissores. Para justificar nossos achados, estudos
cientificos que corroboram ou contradizem 0s nossos resultados, nos amparam na

discusséo a sequir.
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6.1- ALTERACOES HISTOLOGICAS DO MUSCULO PSOAS

A falta da distrofina provoca uma fragilidade no sarcolema, causando
ruptura da membrana muscular, alteragbes a niveis celulares e moleculares,
determinando perda da funcdo muscular (GROUNDS, et al., 2020) assim como
diversos sinais e sintomas caracteristicos de um individuo com DMD (DIETZ, et al.,
2020; SOUZA e MELO, 2000).

Nossos achados para andlise qualitativa da morfologia do musculo psoas
de camundongos mdx mostraram alteracfes condizentes com as caracteristicas da
doenca documentadas na literatura cientifica, tais como: centralizacdo nuclear,
infiltrado inflamatério, necrose, variacdo no tamanho das fibras, aumento do tecido
conjuntivo, splitting, entre outras (NAKAMURA e TAKEDA 2011; MILAD, et al., 2017
e PEDRAZZANI, et al., 2021). A centralizacdo nuclear € um indicativo de
regeneracdo muscular, pois este processo ocorre devido a ativacdo das Células
Satélites (CS) apds trauma ou estimulos danosos. As CS, depois de ativadas,
proliferardo até o local da leséo, se diferenciardo e se fundirdo, reparando o dano
tecidual. Nesta etapa de fusdo é possivel observar a centralizacdo nuclear, ja que
com a maturacdo da fibra recém reparada, o nucleo migra para a periferia
(ALMEIDA, et al., 2016; CORNACHIONE, et al., 2008).

Outros achados histolégicos observados e que também sdo condizentes
com o processo degenerativo evolutivo da doenca foram: infiltrado inflamatorio,
necrose e aumento de tecido conjuntivo, processos relacionados ao aumento do
influxo de calcio ocasionado pelas rupturas na membrana muscular (BOZYCKI, et
al., 2018). E bem documentado na literatura cientifica que o processo inflamatério
ocasionado em um musculo distrofico determina degeneracédo do tecido contratil e
que este, por sua vez, é substituido por tecido ndo contratil, o tecido conjuntivo
(ZELIKOVICH, et al., 2019). Outra alteragdo marcante da DMD é a variagdo no
tamanho das fibras musculares, e essa alteracdo acontece devido a atrofia muscular
gue ocorre com a progressao da doenca e ao processo de divisdo das celulas pela
sobrecarga funcional ou aumento de volume, conhecido como splitting (ISAACS, et
al., 1973; MURACH, et al., 2019). Tanto a variacdo no tamanho das fibras como o
splitting foram encontrados no masculo psoas de camundongos mdx analisado neste
estudo. Também foram encontradas outras alteracdes como células basofilicas,

atributo da acidose citosolica, a qual pode ser identificada apds coloracdo com
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hematoxilina devido a afinidade do corante basico por estruturas acidas
(JUNQUEIRA, et al.,, 2017). Essa acidose também é determinada pelo influxo
exacerbado de calcio do meio extracelular, consequéncia da ruptura da membrana
celular.

Apéds 37 sessbes de treinamento aerdbio de baixa intensidade, o masculo
psoas dos animais mdx apresentaram alteracdes histologicas similares as descritas
anteriormente para os animais mdx sedentarios, porém de forma mais branda, o que
caracteriza que o exercicio determinou uma melhora nos aspectos gerais da
citoarquitetura muscular desses animais. Esses resultados corroboram com os de
PEDRAZZANI, et al., (2021) que observaram melhora da citoarquitetura no musculo
s6leo de animais distroficos apos treinamento de baixa intensidade em esteira
motorizada. J& FRINCHI, et al., (2014) observaram diminuigdo de necrose e infiltrado
inflamatorio nos musculos gastrocnémio e quadriceps de camundongos mdx apés
treinamento de baixa intensidade em esteira motorizada, e segundo GAIAD, et al.,
(2017), o exercicio fisico de baixa intensidade levou a um reparo positivo do musculo
tibial anterior (TA) de camundongos mdx. Além disso, de acordo com o estudo de
PINTO, et al.,, (2018), o treinamento de baixa intensidade em esteira motorizada
provocou efeitos positivos no musculo gastrocnémio de camundongos mdx, com
reducdo da deposicéo de fibrose intramuscular, sem exacerbacé&o de marcadores de

lesdo muscular.

6.2- ALTERACOES NA POPULACAO DE CELULAS SATELITES

Por definicdo, as células satélites (CS) estdo localizadas entre a lamina
basal e o sarcolema da miofibra. Elas sédo células mononucleadas, e na maioria das
vezes seus nucleos estdo alinhados aos nucleos da fibra muscular adjacente
(CHARGE e RUDNICKI, 2004). Um estudo mostrou que é possivel encontrar as CS
fora da sua classica localizacdo, como por exemplo no intersticio, em pequenos
vasos e proximo a lamina basal, poréem mais de 80% das células se encontravam
intimamente associada as miofibras (LINDSTROM, TJUST e DOMELLOF, 2015).
Em nossos achados, as CS foram identificadas, através da técnica de
imunofluorescéncia, na sua classica localizacdo, apresentando imunomarcacao,

para Pax7 e Miogenina, concomitante ao nucleo.
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Uma melhor compreensdo da capacidade regenerativa do musculo de
camundongos mdx pode fornecer informacfes importantes sobre a doenca da
distrofia muscular de Duchenne, e por isso € de suma importancia investigar a
atuacdo das CS desde a fase inicial, na participacdo da regeneracdo muscular
(quiescéncia e ativagdo), até a fase final, de diferenciacdo e fusdo, onde acontece o
processo de reparo e de formacdo de novas miofibras (SNIJDERS, et al., 2015;
MOURIKIS e RELAIX, 2016). Diante disso, neste estudo foram utilizados o Pax7 e a
Miogenina para a marcacdo das CS nessas fases, respectivamente. As CS positivas
para Pax7 representam células quiescentes ou ativadas precocemente, engquanto
que as CS positivas para Miogenina representam mioblastos em estagio avancado
de diferenciacado (ZAMMIT, et al., 2006).

ApdOs nossas andlises, como esperado, foi observado uma grande
quantidade de CS no grupo MDX-SED positivas para Pax7 e Miogenina,
consequéncia dos inumeros danos musculares que ocorrem cronicamente, ativando
as CS para reparacgao, ecorroborando com dados da literatura (MEADOWS, et al.,
2011; JIN, et al., 2000). Do mesmo modo, WOZNIAK e ANDERSON (2007);
REIMANN, IRINTCHEV e WERNIG (2000); SEALE, et al., (2000); ISHIMOTO, et al.,
1983; KOTTLORS e KIRSCHNER, 2010 observaram altos niveis de CS ativadas em
musculos distroficos de camundongos mdx e biépsias musculares de pacientes com
DMD quando comparados aos musculos controles. Contudo, ha um conceito de
“‘exaustdo” das CS, causada pelos ciclos repetitivos de degeneracdo e regeneracao
que ocorre em musculos distréficos, no qual as CS com o tempo sao incapazes de
acompanhar a alta demanda de regeneracado, resultando em uma circunstancial
perda da capacidade regenerativa (CHANG, CHEVALIER e RUDNICKI, 2016; BLAU,
et al, 1983; SACCO, et al, 2010). Portanto, aumentar a quantidade e a
funcionalidade das CS nos musculos distroficos pode contribuir com o processo de
regeneracdo muscular, que eventualmente é prejudicada pela disfuncdo dessas
células.

Ja esta bem documentado na literatura que o exercicio fisico do tipo
aerobio ativa as CS e melhora a funcdo delas em musculos saudaveis, tanto em
humanos como em roedores (JOANISSE, et al., 2018; ABREU, et al., 2017; FRY, et
al., 2014). Por outro lado, sdo escassos 0s estudos que correlacionam animais
distréficos com a ativacdo e a diferenciacdo de CS apos um longo periodo de

treinamento aerobio de baixa intensidade. Nossos resultados mostraram que
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camundongos distroficos, apos treinamento de baixa intensidade durante 37
sessOes, apresentaram aumento da ativacdo de CS (positivas para Pax7) quando
comparado ao grupo sedentério. Esse resultado corrobora com os de FRINCHI, et
al., (2014); MORICI, et al., (2016) e SHEFER, et al., (2014). Segundo MORICI, et al.,
(2016), a corrida de baixa intensidade induziu um forte efeito benéfico no processo
de degeneracdo-regeneracdo do musculo mdx e uma mudanca em favor da
regeneracao, tanto nos musculos gastrocnémio e quadriceps quanto no diafragma.
Em contrapartida, nossos resultados indicaram que ndo houve aumento
de CS positivas para Miogenina apés treinamento de baixa intensidade durante 37
sessbes, algo que j4 era esperado. Para tentar justificar esse achado, estudos
discutem que a Miogenina € expressa temporariamente durante a diferenciacao, e a
interpretacdo dos dados em relagcdo ao niumero de nucleos positivos para Miogenina
é limitada em um momento no tecido muscular (WHITE, et al., 2000; YABLONKA-
REUVENI, et al.,, 1999 e SABOURIN, et al., 1999). YABLONKA-REUVENI e
ANDERSON (2006) relataram uma aceleracéo na diferenciacdo em células satélites
de camundongos mdx quando comparadas aos musculos normais. Sendo assim,
nossa hipétese é que algumas fibras ja foram reparadas apds o treinamento, ou
seja, as CS ndo expressaram Miogenina por ja terem passado da fase de
diferenciacdo. Nossa hipotese é amparada pelos nossos resultados de histologia, 0s
guais mostraram uma melhora significativa na citoarquitetura do tecido muscular e
alto nimero de centralizacdo nuclear nos camundongos do grupo MDX-TR quando
comparado ao grupo MDX-SED. Porém, estudos mais detalhados serdo necessarios

para testar essa hipotese em musculos esqueléticos distroficos.

6.3- ALTERACOES NA IMUNOMARCAGAO DA PROTEINA PGC-1a

Nossos resultados mostraram que a doenca aumentou as caracteristicas
oxidativas dos musculos distroficos, pois observamos quantidades mais elevadas de
PGC-1a no grupo MDX-SED quando comparado ao grupo WT-SED, diferente do
que é relatado literatura. De acordo com GORDON, et al., (2013) e CHAKKALAKAL,
et al., (2006), o avanco da doenca esta associado a reducdo na expressao da PGC-
1a. Um estudo de CHAN, et al., (2014) mostrou niveis mais baixos da PGC-1a em
camundongos mdx quando comparado ao grupo wt. Nao sabemos os motivos do

aumento da PGC-1a no grupo MDX-SED, ja que os musculos esqueléticos de
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individuos com DMD tém uma capacidade reduzida de fosforilagdo oxidativa, e
disfuncé&o mitocondrial com diminuicdo da producao de energia (KUZNETSOV, et al.,
1998; CHEN, et al., 2000). Segundo GODIN, et al., (2012), no inicio do curso da
doenca, uma perda de densidade mitocondrial € o principal fator que contribui para o
comprometimento da capacidade oxidativa no musculo distrofico.

Por outro lado, como esperado, o treinamento aerébio de baixa
intensidade aplicado por longo periodo aumentou a densitometria da proteina PGC-
1a em ambos os grupos treinados, WT-TR e MDX-TR, quando comparados aos
respectivos grupos sedentérios. Ja esta bem descrito na literatura que o exercicio
fisico induz a expressdo da PGC-1aq, principalmente em musculos exercitados
cronicamente, e que a superexpressdo da PGC-1a aumenta a biogénese
mitocondrial, aumentando assim a capacidade oxidativa nos musculos, controlando
a perda muscular (HANDSCHIN e SPIEGELMAN, 2008; JAHNKE, et al.,, 2012;
THIRUPATHI e SOUZA, 2017). Varios estudos tém demostrado que o aumento da
expressdo da PGC-1a melhora a fungdo muscular e reduz a patologia em
camundongos mdx (ZELIKOVICH, et al., 2019; ABREU, et al., 2017; FRY, et al.,
2014; CHAN, et al., 2014). Apds treinamento de baixa intensidade, ARNOLD (2007)
observou que a expressdo da PGC-1a no musculo esquelético de camundongos
mdx reduziu os niveis de creatina quinase e de necroses, e apresentou um menor
comprometimento das fibras musculares, melhorando a funcdo muscular quando
comparado ao grupo sedentario.

Ndo esta claro como o aumento da PGC-1a melhora a degeneragao
muscular e a funcdo muscular em musculos distréficos, e por isso, alguns
mecanismos vém sendo estudados. Um deles é que a PGC-1a induz a produgéo de
utrofina, a qual estd entre as estratégias mais promissoras para o tratamento da
DMD por ser uma proteina homodloga a distrofina, podendo compensar a sua
auséncia (HIRST, et al., 2005; RODINO-KLAPAC, et al., 2013; MCGREEVY, et al.,
2015). O estudo de MIURA, et al., (2009) demonstrou que a estimulacdo da
expressdo da PGC-1a aumentou a regulagao da utrofina nas fibras musculares de
camundongos mdx, aliviando o dano muscular. Estudo realizado em nosso
laboratorio (dados ainda n&o publicados) mostrou o aumento do contetudo de
utrofina em animais mdx apos treinamento aerébio de baixa intensidade durante 37
sessOes realizado em esteira, bem como uma melhora nos aspectos morfolégicos

do musculo (histologia), e reducdo da expressdao da proteina creatina quinase,
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efeitos que, consequentemente, proporcionaram uma melhora na funcédo muscular
desses animais. Sendo assim, novos estudos estdo sendo realizados em nosso
laboratorio, com o objetivo de entender os mecanismos envolvidos no aumento da
utrofina associado a superexpressdo da PGC-1a em musculos de camundongos
mdx, apés longo periodo de treino em baixa intensidade.

Uma hipétese sugestiva, que devera ser investigada em estudos futuros,
seria um aumento da expressdo da PGC-1a como efeito protetor nos musculos
distréficos. Alguns estudos que induziram a superexpressédo da PGC-1a observaram
melhora significativa na fungcdo e na morfologia de musculos deficientes para a
distrofina (HANDSCHIN, et al., 2007; HOLLINGER, et al., 2013; HOLLINGER e
SELSBY, 2015; SELSBY, et al., 2012).

6.3- ALTERACOES NO DIAMETRO MENOR

Os musculos distréficos apresentam grande variagdo no tamanho das
fibras musculares, sendo esta uma caracteristica marcante na DMD (BRIGUET, et
al.,, 2004; FARDEAU, et al., 1997). As fibras glicoliticas mostram ser mais
acometidas pela evolucdo da doenca do que as fibras oxidativas. Na literatura
cientifica sdo escassos, ou quase inexistentes, os estudos que analisam o musculo
psoas, classificado como musculo predominantemente glicolitico. Nossos resultados
mostraram que a doenga determinou uma redugdo significativa no diametro das
fibras puras FTIIA, FTIID e FTIIB do musculo psoas. Estudo de SACCO, et al., 2010
mostrou acentuada atrofia no musculo gastrocnémio de camundongos mdx com a
progressdo da doenca. BOTZENHART, et al., (2020) observaram reducédo do
diametro das fibras no masculo masseter de camundongos mdx. SCHAFER, et al.,
(2005) também encontraram redugdo no didmetro das fibras musculares do
musculo soleo de camundongos mdx.

Apods longo periodo de treinamento de baixa intensidade, foi observado
um aumento do diametro das fibras FTIID e FTIIB no psoas dos animais mdx. Esses
achados podem ser importantes frente a prevencdo e/ou melhora da evolucédo das
lesbes musculares encontradas em pacientes com DMD, pois essas fibras
glicoliticas podem ser capazes de resistir a cargas mecanicas impostas durante a
contracdo muscular (WEBSTER, et al., 1988, GEHRIG, et al., 2010). Assim como

nos animais sedentarios, o musculo psoas € pouco investigado em animais mdx
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treinados. Uma hipdtese que pode explicar o aumento do didmetro das fibras é o
aumento da expressao da PGC-1a.

Ja é bem documentado na literatura cientifica que a PGC-1a protege as
fibras de processos de atrofia, sendo esses mais evidentes nas fibras glicoliticas do
que nas oxidativas por apresentarem menor conteido da proteina (WANG e
PESSIN, 2015). A atrofia est4 associada a disfuncdo mitocondrial e a reducédo da
expressdo da PGC-1a no musculo esquelético de camundongos mdx. Do mesmo
modo, a superexpressdo da PGC-1a aumenta o conteudo mitocondrial e a
resisténcia a fadiga, reduzindo a atrofia muscular em casos de desnervacao
(SANDRI, et al.,, 2006 e SPAULDING, et al.,, 2020). No presente estudo, houve
aumento da PGC-1a ap6s 37 sessOes de exercicio de baixa intensidade,
caracterizado como um treino do tipo oxidativo. Apesar de nao ter sido realizada a
associacdo entre os dados de tipos de fibras e a expressdo da proteina PGC-1q,
nossos achados sugerem que as fibras glicoliticas possam ter tido um aumento no
conteudo da PGC-1a e, consequentemente, houve protecdo ou até mesmo sintese
de proteinas contrateis, caracterizando o aumento no didmetro do grupo mdx
treinado.

Segundo THEILEN, KUNKEL e TYAGI (2016), o exercicio aerdbio
desempenha efeitos de prevencédo a atrofia no masculo esquelético, podendo servir
como tratamento prévio a situacdes atroficas, como no caso da DMD, a qual
apresenta intensa atrofia com o passar do tempo. Por outro lado, SCHUARTZ (2002)
acredita que a atividade muscular de baixa intensidade, mesmo quando mantida por

longos periodos, ndo resulta em uma hipertrofia significativa.

6.4- MUDANCAS NA PROPORCAO DE FIBRAS

O musculo psoas de camundongo contém fibras do tipo IIA, 1ID e 1IB
(JANSEN, et al., 1996; SARTORIUS, et al., 1998; LAURE, et al., 2009), aléem de uma
distribuicdo espacialmente desigual dos tipos de fibras, com uma regido do musculo
contendo fibras do tipo A, 1ID e lIB e uma regido composta quase exclusivamente
por fibras do tipo IIB (HAMALAINEN e PETTE , 1995; SARTORIUS, et al., 1998).
Nossos resultados mostram essa predominancia de FTIIB em todos 0Ss grupos,
sendo possivel também observar uma distribuicdo desigual das fibras conforme

descrito nos estudos acima (Figura 22). Além dessas fibras puras, também foi
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identificada a presenca de fibras hibridas do tipo IIAD/DA e 1IDB/BD, sugerindo uma
combinacgao de cadeias pesadas da miosina (MHC) que podem sofrer transformacéo
de um tipo de fibra para outro com maior facilidade (MINAMOTO, 2004).

De acordo com a literatura, as fibras glicoliticas sdo as mais afetadas pela
doenca e sofrem mais com o processo de degeneracédo quando comparadas com as
fibras oxidativas que parecem ser mais resistentes (AL-REWASHDY, et al.; 2014;
WEBSTER, et al., 1988). LINDSAY, et al., (2019) acreditam que a resisténcia das
fibras mais oxidativas ocorra devido ao aumento da expressdo da utrofina. SELSBY,
et al., (2012) observaram que o aumento da expressdo de PGC-1a esta relacionado
com a mudanca de fibras glicoliticas para oxidativas em musculos distroficos.

Também sabemos que o exercicio fisico pode aumentar a capacidade
oxidativa de todas as fibras musculares, promovendo uma transicdo de fibras mais
glicoliticas para mais oxidativas (CAMPOS, et al., 2002). No estudo de LANDISCH,
et al., (2008), apos 60 dias de corrida em roda, ocorreu uma mudanca de fibras do
tipo 1IB em direcdo as fibras do tipo IlA nos muasculos de camundongos mdx.
BALTGALVIS, et al., (2012) observaram uma transicdo de fibras mais glicoliticas
para mais oxidativas em flexores plantares de camundongos mdx apos longo
periodo de treinamento de baixa intensidade. PEDRAZZANI. et al., (2021)
observaram um aumento das fibras oxidativas no séleo de camundongos mdx apos
21 sessodes de treino de baixa intensidade em esteira motorizada. Nossos resultados
ndo mostraram diferencas estatisticas na proporcdo das fibras entre os grupos
treinado e sedentario dos camundongos mdx, porém, apesar de resultados n&o
significativos, clinicamente a reducdo do niumero de FTIIB concomitante ao aumento
das FTIIA pode significar uma adaptagdo positiva do musculo psoas, e talvez este
musculo necessite de estimulo mecanico, de baixa intensidade, por um periodo mais
prolongado para apresentar mudanca na proporgcao de fibras condizentes com as
relatadas na literatura.

De modo geral, a transicéo de fibras mais glicoliticas para mais oxidativas
em musculos distroficos pode levar ao retardo da degeneragdo muscular, ja que as
fibras glicoliticas sdo primeiramente acometidas pela doenca. BALTGALVIS, et al.,
(2012) e LANDISCH, et al., (2008) acreditam que o longo periodo de treinamento de
baixa intensidade pode determinar adaptacdes significativas nas mitocondrias,
aumentando assim a capacidade oxidativa das fibras e a resisténcia a fadiga. O
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estudo de CHAN, et al.,, 2014 mostrou que a regulacdo positiva do programa

miogénico oxidativo melhorou a forca e a funcdo muscular em camundongos mdx.

6.5- ELUCIDANDO OS RESULTADOS

ApOs o treinamento aerdbio de baixa intensidade durante 37 sessbes, 0s
musculos psoas de camundongos mdx mostraram aumento do carater oxidativo. O
aumento da expressédo da proteina PGC-1a pode ter sido o fator chave da melhora
das caracteristicas morfoldgicas (histologia) e morfométricas (niumero de CS e
didmetro menor) do tecido muscular. A PGC-1a modula a ativacdo das CS no
musculo esquelético e pode contribuir para a melhora da fung¢éo dessas células apos
exercicio fisico (DINULOVIC, et al., 2016), com concomitantemente melhora da
citoarquitetura. Segundo MANAF, et al., (2006), o transplante de mioblastos
associado ao exercicio aerébio em camundongos mdx determina expressao de até
26% da proteina distrofina, portanto, aumentar a ativacao das CS pode contribuir na
restauracdo de musculos distréficos. Apesar de nao ter sido analisada neste estudo,
a utrofina também pode estar contribuindo para a melhora do tecido distréfico, ja
gueo aumento da expressdo da PGC-1a em camundongos mdx pode aumentar 0os
niveis de utrofina (HANDSCHIN e SPIEGELMAN 2008; SELSBY et al., 2012).

Como ja mencionado no decorrer desta dissertacdo, S4o0 poucos e muito
escassos 0s estudos que investigam o muasculo psoas de camundongos mdx,
principalmente quando associado ao exercicio fisico. Portanto, s&o necesséarios mais
estudos que explorem as diversas caracteristicas deletérias que esta doenca pode
causar no musculo psoas, assim como os efeitos do exercicio aerébio de baixa

intensidade e de longa duracao nesse musculo distrofico.

7- CONCLUSAO
Concluimos que o exercicio aer6bio de baixa intensidade apds 37
sessOes foi capaz de reverter alteracdes deletérias determinadas pela distrofia
muscular, melhorando a morfologia e o trofismo celular através da ativagdo de CS e
aumento da expressdo da proteina PGC-1a no musculo psoas de camundongos
mdx. A PGC-1a parece contribuir para a melhora da fungcdo das CS devido ao
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aumento da proteina utrofina, em vista disso essa associacdo devera ser melhor

investigada em estudos futuros.

8- IMPLICACAO CLINICA

O exercicio aerdbio de baixa intensidade aplicado cronicamente pode ser
considerado uma modalidade terapéutica ndo invasiva e sem efeitos colaterais, para
melhorar ou retardar a degeneracdo de musculos distroficos de individuos com
DMD. Entretanto, os parametros para prescricdo desses exercicios devem ser feitos
cautelosa- e individualmente para cada paciente. E necesséario a realizacdo de
estudos que avaliem os beneficios do exercicio fisico primeiramente em animais
distroficos (mdx), visando minimizar os danos e maximizar os efeitos positivos do

mesmo.
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ANEXOS

Anexo | — Aprovagéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
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Docrete 6.89% de 15 de julho de 2009, bem como com 25 namas editadas palo Consebo Nacional de Controle da Experimentacio
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(CEUA/UFSCAR) na reunido de 27/06/2018.
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October 8, 2008, Decree 6893 of |uly 15, 2009, as wel 35 with the ndes issued by the Natienal Council for Control of Animal
Experimantation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of the Federal University of Sdo Caries
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muscular. A utrofing ¢ uma peoteina expeessa no sarcolema, durante 3 Qse de desenvelvimento, que ¢ subatituida, por sua
hamdioga distrofina @, mantlias-se na Junclo neuromuscular do masculo esqueldtico durante 3 vida adulta. Estudos tem mastrado
Quo 2 teragda com ganes da utrofina pode ser um tratamernto promissar para packntes portadores de DND pois, esta atua
smilarmente 3 dstrofind A3 reparacdo do miscule lesado, minimizando lesdes @ r do 3 evolugdo da doenca. Alguns
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