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RESUMO

Introducdo: A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a mais comum e severa distrofia
muscular causada pela auséncia da proteina distrofina que determina, perda progressiva
das fibras musculares e fraqueza muscular. Por se tratar de uma doenga que néo tem cura,
inimeros estudos buscam tratamentos paliativos que possam amenizar os efeitos da
doenca e proporcionar melhor qualidade de vida ao portador. O exercicio aerobio de baixa
intensidade vem mostrando resultados promissores na reabilitagdo do musculo
esquelético distroficos frente ao conteddo da proteina utrofina, proteina homdloga a
distrofina. Contudo, poucos sdo os relatos cientificos que envolvem analises do contetdo
da utrofia ap6s longo periodo de treinamento aerdbio de baixa intensidade, em musculos
distroficos. Sendo assim, nosso objetivo foi avaliar o impacto do treinamento aerébio de
baixa intensidade sobre o contetdo da proteina utrofina, no masculo tibial anterior de
camundongos mdx. Métodos: Foram utilizados 36 camundongos machos, 12 animais
Wild Type C57BL-10 (n=6/grupos sedentéarios 21 e 37) e 24 animais mdx C57BL/10-
Dmd™ (n=6/grupos sedentarios 21 e 37 e n=6/grupos treinados 21 e 37 sessdes). Os
animais treinados foram submetidos a 21 e 37 sessdes de exercicio concéntrico de baixa
intensidade em esteira plana, e durante o periodo foi realizado teste de preenséo palmar
dos animais. Apos as sessdes, 0s animais foram eutanasiados, e amostras de sangue foram
obtidas, para analise da proteina creatina quinase (CK), e o musculo tibial anterior
excisado para andlises morfolégica e bioguimica. Resultados: Os animais madx
mostraram reducdo significativa da forca e do conteudo de utrofina, alteracdes
morfoldgicas importantes, como: necrose, concomitante ao aumento de CK, quando
comparados aos animais Wild Type. Apos 21 e 37 sessOes de treinamento foi observado
melhora da forca de preensdo palmar e dos aspectos morfoldgicos, e aumento do contetdo
da utrofina, quando comparados aos animais mdx sedentarios. Contudo, os animais
submetidos as 37 sessdes mostraram melhoras mais significativas quando comparados
aos treinados por 21 sessbes. Conclusdo: A manutencdo do treinamento por um longo
periodo demonstrou estimular o aumento do contedo da proteina utrofina, melhorar a

funcdo e a morfologia do musculo tibial anterior de camundongos mdx.

Palavras chaves: Distrofia Muscular de Duchenne, camundongo mdx, exercicio

aerobio de baixa intensidade, utrofina.



ABSTRACT

Introduction: Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common and severe
muscular dystrophy caused by the absence of the dystrophin protein that determines,
progressive loss of muscle fibers and muscle weakness. It is a disease that has no cure,
numerous studies seek palliative treatments that can mitigate the effects of the disease
and provide a better quality of life for the patient. Low-intensity aerobic exercise has
shown promising results in the rehabilitation of dystrophic skeletal muscle due to the
content of utrophin protein, a protein homologous to dystrophin. However, there are few
scientific reports that involve analysis of utrophin content after a long period of low-
intensity aerobic training in dystrophic muscles. Therefore, our objective was to evaluate
the impact of low-intensity aerobic training on the content of utrophin protein, in the
anterior tibial muscle of mdx mice. Methods: 36 male mice were used, 12 Wild Type
C57BL-10 animals (n = 6 / sedentary groups 21 and 37) and 24 mdx C57BL / 10-
Dmdmdx animals (n = 6 / sedentary groups 21 and 37 and n = 6 / trained groups 21 and
37 sessions). The animals were submitted a low intensity running sessions (21 and 37) on
a flat treadmill, and during the period grip strength test was performed. After the sessions,
the animals were euthanized, and blood samples were obtained for analysis of the protein
creatine kinase (CK), and the anterior tibial muscle excised for morphological and
biochemical analysis. Results: The mdx animals showed a significant reduction in
strength and utrophin content, important morphological changes, such as: necrosis,
concomitant to the increase in CK, when compared to Wild Type animals. After 21 and
37 training sessions, there was an improvement in handgrip strength and morphological
aspects, and an increase in utrophin content when compared to sedentary mdx animals.
However, the animals submitted to the 37 of training showed more significant
improvements when compared to those trained for 21 sessions. Conclusion: The
maintenance of training for a long period has been shown to stimulate the increase in the
content of utrophin protein, improve the function and morphology of the anterior tibial

muscle of mdx mice.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy, mdx mice, low intensity aerobic exercise,

utrophin.
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1. Introducéo

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a mais comum e severa distrofia
muscular que acomete em torno de 1 a cada 5.000 meninos nascidos vivos (KENNEDY,
et., 2018). A DMD é causada pela mutacdo da regido Xp21 no cromossomo sexual X, o
que determina auséncia da proteina distrofina levando a perda progressiva das fibras
musculares (degeneracdo) e consequentemente, fraqueza muscular. Os portadores da
DMD apresentam um declinio acentuado das suas mobilidades por volta dos 7-10 anos,
devido ao alto processo degenerativos das fibras musculares, o que culmina em fraqueza
acentuada da musculatura de membros inferiores, podendo levar esses meninos a cadeira
de rodas. A progressdo da doenga também afeta o musculo esquelético diafragma e o
cardiaco determinando na maioria das vezes morte prematura em torno de 15 anos de
idade (ANNEXSTAD, et al.; 2014).

A distrofina é uma proteina localizada abaixo do sarcolema, que faz parte do
complexo distrofina-glicoproteina, responsavel por ligar filamentos de actina a matriz
extracelular, promovendo a estabilidade da membrana sarcoplasmatica, proporcionando
forca fisica para as fibras musculares (GOYENVALLE, et al., 2011; FERNANDES, et
al., 2019). Estudos mostraram que a deficiéncia ou auséncia da distrofina pode determinar
aumento da fosforilacdo de proteinas, alteracdo na homeostase do calcio intracelular,
desencadeando proteolise e ativacdo do proteassoma, instabilidade e perda da integridade
do sarcolema, levando assim, as fibras musculares a processos necréticos importantes,
com liberacdo de enzimas que poderdo induzir a apoptose (INFANTE, et al., 1999;
DECONINCK, et al.,, 2007). Com a progressdao da doenca, as recorrentes lesdes
determinam uma resposta inflamatéria cronica no tecido contratil, acometendo sua
capacidade regenerativa e o substituindo por tecidos fibroso e adiposo, reduzindo cada

vez mais a forca de contracdo gerada pelo masculo (FERNANDES, et al., 2019).

A reducéo da forga muscular culmina em quedas frequentes quando esses meninos
atingem a idade pré-escolar, entre 2 a 7 anos. Nesta fase, o diagnostico pode ser por
mapeamento genético, bidpsia muscular e dosagem dos niveis séricos para creatina
quinase (CK) (DARRAS, et al., 2000). Este ultimo método € o mais rapido e barato para
um diagnostico inicial. A CK é encontrada no tecido muscular e se encontra aumentada

na corrente sanguinea quando ha dano muscular. A principal atividade dessa enzima é
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fosforilar de forma reversivel a creatina as custas do ATP, como forma adicional de
armazenamento de energia em ligacdes fosfatadas (CACCHIARELLLI, et al.; 2011;
STREHLE, et al.; 2014; MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017). No individuo normal o
valores para CK sdo em torno de 200 UI/L enquanto no portador da DMD, os valores sdo
mais elevamos, em torno de 2000 UI/L (DARRAS, et al., 2000).

De acordo com a literatura cientifica, as fibras do tipo Il (glicoliticas) sdo as mais
acometidas pela doenca, por serem mais frageis e susceptiveis a lesbes quando
comparadas as fibras do tipo | (oxidativas) (WEBSTER, et., al, 1988; BANKS, et al.,
2014). Esta fragilidade pode ser justificada pelas diferencas estruturais e bioquimicas
desses dois tipos de fibras. As fibras tipo | (oxidativa) expressam mais células satélites e
utrofina (proteina homdloga a distrofina) quando comparado as fibras do tipo 1l
(glicoliticas), importantes no processo de reparacdo tecidual principalmente, em
musculos distroficos. A expressdo da utrofina esta relacionada diretamente com outras
proteinas sinalizadoras como calcineurina e PGC-1a, que sdo mais expressas nas fibras
do tipo I, o que pode justificar a maior expressdo desta nas fibras do tipo I,

proporcionando a elas maior estabilidade sarcolemal (AL-REWASHDY, et al., 2014).

Com objetivo de manter a morfologia e a funcionalidade muscular, o tecido sofre
adaptacOes moleculares e celulares na auséncia da distrofina (BANKS, et al., 2008). Uma
resposta adaptativa muito observada no musculo esquelético de camundongos mdx,
modelo experimental mais utilizado da DMD, é o aumento da proteina utrofina
(OHLENDIECK, et al., 1991; PONS, et al., 1991). A utrofina € uma proteina expressa
no sarcolema e nas juncdes neuromuscular (JNM) e miotendinosa (JMT) do musculo
esquelético durante a fase de desenvolvimento fetal. Na 122 semana de gestacdo ela é
substituida por sua homologa distrofina no sarcolema (RODINO-KLAPAC, et al., 2013)
porém, continua sendo expressa nas juncdes neuromuscular e miotendinosa (ROONEY,
et al., 2006; PIETTE, et al., 2019).

Estudos tem mostrado que a terapia com genes da utrofina pode ser um tratamento
promissor para pacientes portadores de DMD pois, atua similarmente a distrofina na
reparacdo do musculo lesado, minimizando lesdes e retardando a evolugdo da doenca
(RODINO-KLAPAC, et al., 2013; MCGREEVY et al.; 2015). SQUIRE et al., (2002) e
RODINO-KLAPAC et al., (2013) observaram um aumento na expressdo da utrofina no

musculo esquelético de camundongos mdx, e acreditam que este aumento pode minimizar
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a degeneracao muscular, como resposta protetora do tecido muscular.

Existem recursos terapéuticos, como exercicio aerobico, que podem contribuir no
aumento da utrofina potencializando o efeito protetor desta proteina no musculo
distrofico. O exercicio fisico tem mostrado ser um stress fisiolégico importante no
estimulo do remodelamento do musculo distréfico, determinando melhora da forga,
fadiga e da morfologia quando submetido a longos periodos de treinamento (HAYES, et
al., 1993; HAYES, et al., 1996; HAYES, et al., 1998; WINEINGER, et al., 1998;
FERNANDES, et al., 2019). No entanto, o impacto e 0s mecanismos benéficos trazidos
pelo exercicio aerdbico no musculo distréfico sdo inteiramente dependentes da
intensidade em que o mesmo é aplicado. Ja existe um consenso na literatura que exercicio
de alta intensidade pode exacerbar o fendtipo distrofico, acelerando a progresséo da
doenga. Por outro lado, quando aplicado em baixa intensidade tem mostrado efeitos
benéficos e protetores pois, é capaz de aumentar expressao e contelido de proteinas
importantes, como a utrofina. Estudos conduzidos por CALL et al., (2008) e LANDISCH
et al., (2008) mostraram aumento da utrofina no musculo esquelético de camundongos
mdx apos treinamento aerébio. De LUCA e colaboradores (2005) observaram aumento
da proteina utrofina no madsculo esquelético de camundongos mdx apds treinamento

aerébio, em esteira motorizada.

A DMD é uma doenga que ndo tem cura, até o presente momento. Inumeros
estudos cientificos, experimentais ou com humanos, buscam tratamentos paliativos que
sejam capazes de recuperar as caracteristicas morfofuncionais do tecido muscular
esquelético retardando assim, a progressdo da doenca, e proporcionando longevidade aos
portadores com melhor qualidade de vida. Entender as adaptacGes do masculo distréfico
frente ao estimulo do exercicio de baixa intensidade pode nos trazer mais conhecimentos
na deliberacdo e elucidacdo de recursos terapéuticos mais fidedignos e promissores na

reabilitacdo de pacientes acometidos pela DMD.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avaliar se 0 exercicio aerobio de baixa intensidade, aplicado a longo prazo, é uma
ferramenta terapéutica eficaz na reversao das alteraces negativas impostas pela auséncia
da distrofina no masculo tibial anterior de camundongos mdx: modelo experimental da

Distrofia Muscular de Duchenne.
2.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos contardo com:

e Andlise funcional da forca de preensdo palmar de camundongos mdx e wild type
sedentérios e, mdx apds treinamento em esteira em diferentes periodos (21 e 37
sessOes), através da técnica grip strength;

e Analise quantitativa dos niveis séricos da enzima Creatina Quinase (CK) dos
grupos estudados;

e Analise qualitativa dos aspectos gerais do musculo tibial anterior dos grupos
estudados, através da técnica de coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE);

e Anélise qualitativa das proteinas distrofina e utrofina, analise quantitativa da
proteina utrofina do masculo tibial anterior de camundongos mdx e wild type
sedentarios e, mdx apds treinamento em esteira em diferentes periodos (21 e 37
sessOes), através da técnica de imunofluorescéncia;

e Analise semi-quantitativa da proteina utrofina do musculo tibial anterior de
camundongos mdx e wild type sedentarios e, mdx apds treinamento em esteira em

diferentes periodos (21 e 37 sessdes), através da técnica de Western Blot.
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3. Revisao Bibliografica
3.1 Estrutura do Musculo Esquelético

A musculatura esquelética € composta por varios tipos de tecidos, entre eles o
tecido nervoso, o tecido contractil, o tecido vascular e o tecido conjuntivo. O tecido
conjuntivo desempenha importantes fungdes no musculo esquelético, tais como:
estrutura, protecédo, regeneracao, entre outras. A Figura 1 ilustra de maneira clara camadas
deste tecido envolvendo diferentes estruturas do tecido contratil. A camada mais externa
que envolve o musculo como um todo é denominada epimisio. A medida que o tecido
conjuntivo invade camadas mais profundas hé a formacao do perimisio, que d& forma aos
fasciculos por envolver grupos de células musculares. A terceira e Ultima camada é o
endomisio responsavel por revestir cada fibra, também conhecida como sarcolema
(NAVARRO, 2000).

Tendédo
Fibra Muscular

_ Epimisio Sarcolema
X

_Miisculo
Esquelético

Endomisio
\ y

N\
Fasciculo Muscular

Perimisio

Fibra Muscular

Coberta pelo Epimisio -
== Sarcémero—*

Figura 1 - Fascias Musculares
Fonte: Adaptado do site https://www.iespe.com.br/blog/o-musculo-e-suas-estruturas/

O musculo esquelético é constituido por um conjunto de celulas musculares
conhecidas também por fibras musculares ou miofibras, de forma alongada e cilindrica
que com varias centenas de nucleos periféricos (SILVERTHORN, 2010). Essas fibras séo
compostas por feixes de filamentos conhecidos como miofibrilas, as quais sdo compostas
por proteinas contrateis e nao contrateis. As contrateis compreendem as proteinas miosina
e actina, também conhecidas como filamentos espesso e fino, respectivamente. Esses
filamentos estdo organizados em paralelo o que d& a caracteristica estriada do musculo e
formam os sarcémeros (HALL, 2011; SILVERTHORN, 2017).


https://www.iespe.com.br/blog/o-musculo-e-suas-estruturas/
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O sarcomero é a menor unidade contratil do musculo esquelético e sdo formados
tanto por proteinas contrateis como ndo contrateis, as quais determinam a morfologia
desta unidade devido suas disposi¢cdes. O sarcomero € delimitado entre duas linhas Z em
ziguezague, que atuam como sitios de fixacdo para os filamentos delgados de actina
(Figura 2). No centro do sarcomero encontra-se a linha M, composta por apenas
filamentos grossos de miosina. Além dessas linhas existem bandas claras e escuras,
formadas pela disposicdo em paralelo dos filamentos de actina e miosina. Seguindo em
direcdo da linha Z para o centro do sarcomero (linha M) encontra-se a banda I, onde s&o
encontrados apenas os filamentos de actina. Seguindo em dire¢do a banda M (centro)
existe uma banda escura, chamada banda A e, é nesta que ha a sobreposicdo dos
filamentos finos e grossos. Por fim, em ambos os lados da linha M existe uma banda mais

clara, a banda H, formada apenas or filamentos de miosina (Figura 2) (HALL, 2011).

Durante a contracdo e relaxamento muscular essas bandas e linhas alteram suas
disposicdes e espessuras. Ainda na Figura 2 é possivem observar o sarcdmero na posi¢do
encurtada (contracdo) e relaxado. E possivel observar que durante a contragio as linhas
Z (extremidades) se aproximam da linha M (centro) reduzindo a espessura da banda | e
H concomitante ao aumento da a banda A, devido ao aumento da interacdo das pontes
cruzadas (HALL, 2011; SILVERTHORN, 2010).

>
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A

Figura 2 - Sarcémero relaxado e contraido
Fonte:https://ib.bioninja.com.au/higher-level/topicl1-animal-physiology/112-movement/state-of-contraction.html
Apesar das bandas e linhas serem caracterizadas basicamente pelas proteinas
contrateis na literatura béasica, existem outras proteinas importantes dentro do sarcémero
porém, ndo contrateis. Independente de ndo serem proteinas contrateis, elas
desempenham fun¢Ges importantes tanto para manter a integridade do sarcomero durante

a contracdo e alongamento quanto sdo essenciais durante os mecanismo de contragdo em
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si. As proteinas troponina e tropomiosina representam uma pequena parte do musculo,
mas possuem um importante papel na regulacdo do processo contratii (NAVARRO,
2000).

As moléculas de tropomiosina estdo espiraladas nos sulcos da dupla hélice da
actina e durante o periodo de repouso, essas moléculas recobrem os locais ativos de
filamento de actina, de forma a impedir que ocorra atracéo entre os filamentos de actina
e miosina para produzir contracdo. Ja a troponina, se encontra ligada intermitentemente
ao lado das moléculas de tropomiosina e é formada por um complexo de trés subunidades
proteicas frouxamente ligadas, cada uma com participacdo especifica na regulacdo da
contracdo muscular. A Troponina | tem forte afinidade com a actina, a Troponina T com
a tropomiosina e a Troponina C com os ions de célcio. Acredita-se que esse complexo
seja responsavel pela ligagdo da tropomiosina com a actina. A forte afinidade da troponina

pelos ions célcio seja o0 evento que desencadeia o processo da contracdo (HALL, 2011).

O alinhamento adequado dos filamentos dentro de um sarcdmero é garantido por
duas proteinas bem grandes: a titina e a nebulina (Figura 3). A titina é uma molécula
elastica grande, composta por mais de 25.000 aminoécidos, o que faz dela a maior
molécula de proteina do corpo. Por ser muito flexivel, ela atua como arcabouco que
mantém os filamentos de miosina e actina em seus lugares, de modo que a maquinaria
contratil possa entrar em acdo. A titina é auxiliada pela nebulina uma proteina também
muito grande mas ndo elastica, que se dispde lado a lado com filamentos finos e se prende
ao disco Z. Ela auxilia no alinhamento dos filamentos de actina do sarcomero
(SILVERTHORN, 2010).

Disco Z A nebulina auxilia o Actina Disco Z
alinhamento da actina T

22020

A titina proporciona
elasticidade e
estabiliza a miosina

Miosina

Figura 3 - Titina e Nebulina
Fonte: Silverthorn, 2010
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Os mausculos esqueléticos também contém um extenso reticulo sarcoplasmatico
que é formado por tdbulos longitudinais que liberam jons Ca?*, e pelas cisternas terminais
que sdo regides alargadas nas extremidades dos tabulos, que concentram e sequestram o
Ca 2* 0 qual, é importante na contracdo muscular (figura 4). As cisternas terminais s&o
adjacentes e intimamente associadas com uma rede ramificada de tabulos transversos,
também conhecidos como tabulos T, onde as suas membranas sdo uma continuacao da
membrana da fibra muscular, o que torna o limen dos tdbulos T continuo com o liquido
extracelular, conduzindo rapidamente os potenciais de acdo da superficie celular para o
interior da fibra (SILVERTHORN, 2017).

Organizacgao da fibra muscular

Sarcolema

:Mimnﬁndria Misfilamentos

e fewa:

i

Linha £ Linha Z

Miofibrilas ’
Banda | Banda A Banda |
Reticulo Linha Z Sarcémers |, iaz
Fibra Tabules T Sarcoplasmatico —, -
Nicleo —_—E " ..;;  — —
JR— AR e ——————3 3 * —
Filamento grossé — _ _~— ':—'ﬁ; 1
Filamento fino j—Xpiss L e———
Troponina

Erpemsr  2roannnt

Actina  Tropomiosina  pjesina

Figura 4 - Fibra Muscular
Fonte: https://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio22.php

3.1.1 Proteinas Distrofina e Utrofina

No musculo esquelético existem outras proteinas que apresentam importante
fungéo de fornecer estrutura e estabilidade ao sarcomero durante a contragédo muscular.
Geralmente essas proteinas estdo interligadas com o aparato contratil e a matriz
extracelular, dando sustentacdo a membrana da fibra para que esta ndo se rompa durante
as tensdes mecénicas geradas. Duas importantes proteinas que desempenham essas

funcdes tanto na fase embrionaria como adulta sdo as utrofina e distrofina.


https://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio22.php
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A utrofina é uma proteina com 395 kDa homologa a distrofina (Figura 5) tanto
estruturalmente como funcionalmente e seu gene se encontra no cromossomo 6924 no
humano (PEARCE, et al.; 1993). Ela est4 localizada no sarcolema da fibra durante o
desenvolvimento fetal, mas é substituida pela distrofina quando essa comeca a ser
produzida por volta da 122 semana de gestacdo. A utrofina entdo, permanece concentrada
nas juncdes neuromusculares e miotendinosas do musculo esquelético até a fase adulta
(BASU, et al.; 2011; AL-REWASHDY, et al.; 2014).

DISTROFINA
| “mw@ ) Cromossomo Xp21
' -D_Jw_ﬁwlwﬂb;_
‘ s UTROFINA
MW jb Cromossomo 6g24
JMMM ey

Figura 5 - Distrofina e Utrofina
Fonte: Adaptado de El-Asaly, 2016

No musculo esquelético sadio a utrofina também pode ser encontrada nos nervos
periféricos, nos vasos e na jungdo neuromuscular, mas ndo no sarcolema. No cérebro esta
presente na pia-mater, no plexo coroide e nos vasos sanguineos. E nos rins ela é expressa
nos podocitos do glomérulo e em alguns tibulos e vasos sanguineos. Existem duas
isoformas de utrofina: a utrofina A e a utrofina B. A utrofina-A é expressa na jungdo
neuromuscular, plexo coroide, pia-mater e glomérulo renal, ja a utrofina-B é expressa nas

células endoteliais vasculares (WEIR, et al., 2002).

A distrofina também € considerada uma proteina grande com 427 kDa
correspondendo a 5% do citoesqueleto, que funciona como uma grande mola molecular
que conecta o citoesqueleto do masculo esquelético ao complexo glicoproteico associado
a distrofina (DAGC) Figura 6 (BANKS, et al.; 2014). Ap6s a maturacdo do embrido, por
volta da 122 semana intrattero (KENNEDY, et al.; 2018), a distrofina substitui a utrofina
no sarcolema, interligando filamentos de actina-F em uma rede cortical de suporte e, fixa
essa rede a um complexo de glicoproteina na membrana da célula muscular que, se
conectam a matriz extracelular, dando suporte e estabilidade a fibra muscular durante a
contracdo (GUIRAUD, 2019).
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Lamina Basal —

Distrofina

Figura 6 - Distrofina
https://musculardystrophynews.com

Assim como a utrofina, a distrofina nao esta presente apenas no masculo estriado,
mas também como isoformas distintas em areas que incluem o sistema nervoso central
(SNC). A distrofina encefélica é expressa principalmente no neocértex cerebral, nas
regides hipocampais e no cerebelo, principalmente nas células de Purkinje.

A auséncia ou reducdo da distrofina determina alterac6es significativas tanto no
sistema nervoso central (SNC) como no masculo esquelético. Neste ultimo tecido, a
auséncia da proteina altera a expressdao do DAGC (complexo glicoproteico associado a
distrofina), onde a membrana celular perde a sustentacdo do citoesqueleto cortical e com
isso, torna-se mais susceptivel ao rompimento pela tensdo gerada pelas repetidas
contracfes musculares. Essa alteracdo estrutural determina lesdes devido aos ciclos de
degeneracdo e regeneragdo celular culminando na substituicdo do tecido contréatil por
tecidos fibroso e gorduroso. Essas caracteristicas sdo comumente encontradas em
individuos portadores de Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) (LODISH, et al;
2002).

3.2 Distrofia Muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma desordem muscular grave,
degenerativa e fatal que afeta 1:5000 meninos nascidos vivos (KENNEDY, et al.; 2018).

A DMD é causada por mutacGes no gene da distrofina, localizada no cromossomo sexual
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X (regido Xp21) que por ser muito grande e complexa, se torna propenso a rearranjar e
recombinar eventos que causam mutacdes. No caso da DMD ocorre uma parada
prematura da sua transcricao génica e codificagdo anormal da proteina distrofina, onde €
rapidamente degradada por proteases endogenas. Essa mutagdo acaba levando a perda ou
disfuncdo dessa proteina estrutural localizada no sarcolema. As mulheres portadoras
dessa mutacao geralmente sdo assintomaticas, por ser XX, o X que ndo possui a mutacdo
se sobressai sobre o X mutado e, consegue produzir distrofina suficiente para proteger,
parcialmente, o tecido contratil, sendo assim algumas mulheres podem ou ndo apresentam
sintomas leves da doenca muscular (ANNEXSTAD, et al.; 2014).

Na auséncia da distrofina, o sarcolema é altamente suscetivel a lesdo induzida pela
contracdo, causando degeneracdo muscular e substituicdo de material contratil por tecido
adiposo e fibrotico, como ja mencionado anteriormente. De acordo com a literatura, as
fibras do tipo Il (glicoliticas) sdo as mais acometidas pela doenca, por serem mais frageis
e susceptivel a lesdo quando comparadas as fibras do tipo | (oxidativas). A incapacidade
de reparar rapidamente uma ruptura da membrana (menor quantidade de células satélites)
provoca uma elevagdo na concentragdo de célcio intracelular, que desencadeia vias de
degradacdo ativadas por célcio como prote6lise e ativacdo do proteassoma e mais danos
ultraestruturais, levando a uma degeneracdo da fibra seguida por inflamacdo cronica.
(MARKERT, et al.; 2011; PIETTE, et al.; 2018).

Com a evolucdo da doenca, 0s meninos comegam a fazer uso de cadeira de rodas
para locomog&o, ja que, perdem progressivamente a fun¢do dos musculos dos membros
inferiores. Seguindo, o fenétipo da doenca tende a piorar, determinando o severo
desconforto cardiorrespratorio nesses individuoas que, geralmente vem a obito por volta
dos 15-20 anos de idade (ANNEXSTAD, et al.; 2014). Atualmente, devido a avangos nos
tratamentos respiratorios, a expectativa de vida de um portador da DMD passou para 25
a 30 anos (MAVROGENI, et al., 2017). A insuficiéncia dos musculos respiratorios foi
responsavel pela grande maioria das mortes precoces em pacientes com DMD. Na maioria
dos casos, o diagndstico pode ser feito com base na combinacgéo dos tipicos sinais clinicos
(Tabela 1) com os altos niveis de creatina quinase (CK), forca de preensdo palmar (grip
strenght) e andlise genética (CACCHIARELLLI, et al.; 2011; STREHLE, et al.; 2014;
MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017).
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Niveis sanguineos de creatina quinase (CK) sdo frequentemente utilizados como
marcadores para diagnostico de DMD. A CK é uma enzima que cataliza a reacéo de forma
reversivel da creatina e ATP, formando fosfocreatina e ADP dando energia para 0s
musculos. Essa enzima é encontrada na corrente sanguinea, e € um marcador bioquimico
natural do corpo humano que € liberada pelos musculos tanto esqueléticos como cardiaco,
apos algum tipo de lesdo. O acometimento pode ser uma microlesdo determinada pelo
exercicio fisico ou até mesmo uma lesdo mais grave, advinda de doencas musculares
degenerativas ou lesdes isquémicas do coragdo. Por isso € encontrada em quantidades
elevadas em individuos portadores da DMD (CAROMANO, et al., 1998; FREITAS, et
al., 2014; ORCY, et al., 2018).

As concentragBes séricas sdo elevadas nesses pacientes e geralmente excedem
1.000 UI/L e podendo chegar a 30.000 UI/L, onde um valor dentro da normalidade seria
de 200 UI/L. Esse aumento da CK se deve ao fato dela difundir-se facilmente através das
membranas das células musculares danificadas para o sangue. (CACCHIARELLLI, etal.;
2011; MCDONALD, et al.; 2012; STREHLE, et al.; 2014). No entanto, os niveis de CK
ndo servem como indicador da progressao da doenga e ndo sdao medidos rotineiramente
apos o diagnostico ter sido estabelecido (STREHLE, et al.; 2014; MOREIRA-
MARCONI, et al.; 2017).

Curso clinico tipico da DMD néo tratada.

Existem grandes diferengas individuais na rapidez com que a doenga progride

Idade Sinais clinicos de perda da massa muscular

Até 2 anos Frequentemente marcado por atrasos motores, incluindo o andar (perto dos
dois anos de idade).

3adanos | Dificuldades em pular, correr, mover-se sobre superficies irregulares, subir e
descer escadas;

Resisténcia fisica reduzida quando comparado com outras criangas;

Usa os bragos para “escalar as proprias pernas” para passar da posicao
deitada para uma posigdo em pé; (Sinal de Gowers)

Pseudo-hipertrofia da musculatura da panturrilha.

5a 8 anos Platé no desenvolvimento motor;

Movimentos padrdes: aumento no balan¢o dos bracos, aumento da lordose
lombar, marcha ampla bamboleante, anda nas pontas dos pés.
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Antes dos 13 Perda de deambulacdo independente
anos
Depois da Enfraquecimento gradual da musculatura do tronco, bragos e méaos;
perda ] ]
Desenvolvimento de escoliose neuromuscular;
de
deambulacio Musculatura respiratoria cada vez mais fraca;

Desenvolvimento de cardiomiopatia e/ou arritmia;

Deterioracdo da fala e degluticéo.

Tabela 1 — Sinais clinicos da DMD
Fonte: Adaptado de ANNEXSTAD, 2014

Como supracitado, a distrofina ndo esta presente apenas no musculo estriado
esquelético, mas também como isoformas distintas em &reas que incluem o sistema
nervoso central (SNC). A auséncia dessa proteina no SNC resulta em pertubagdo
significativa da funcdo neuronal. Diferentemente da perda de forca fisica e funcao
muscular, o retardo mental ndo é progressivo e ndo parece estar relacionado a gravidade
da doenca. Cerca de um terco dos pacientes com distrofia muscular de Duchenne
apresentam dificuldades cognitivas. De um modo geral, 0 QI médio é um desvio padrdo
mais baixo do que em meninos saudaveis. Esse comprometimento cognitivo ndo é
progressivo. Além do comprometimento cognitivo, observa-se nesses individuos maior
frequéncia de doencgas psiquiatricas, como Transtorno de Déficit de Atencdo e
Hiperatividade (KREIS, et al., 2010; ANNEXSTAD, et al.; 2014).

Atualmente, ndo ha cura nem tratamento efetivo, exceto cuidados paliativos. No
entanto, sabe-se que o tratamento com glicocorticéides melhora a fun¢do motora a curto
prazo e também parecem reduzir o risco de desenvolver escoliose que necessite de
tratamento, prolongar a deambulagédo, retardar o desenvolvimento de complicagdes
respiratorias e possivelmente cardiacas (ANNEXSTAD, et al.; 2014; MOREIRA-
MARCONI, et al.; 2017). O tratamento com prednisolona ou deflazacorte é recomendado
antes que o desenvolvimento motor do paciente comece a se deteriorar, porém a terapia
com glicocorticoides a longo prazo esta associada a efeitos colaterais, incluindo ganho de
peso, disturbios enddcrinos, osteoporose e dificuldades comportamentais, sendo assim,
pode ndo ser a melhor intervencédo terapéutica nesses pacientes (ANNEXSTAD, et al.;
2014; MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017).
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Novos tratamentos para DMD tém se concentrado com objetivo de retardar o
mecanismo distroéfico da doenga muscular, modulando a expressao da proteina utrofina e
até mesmo, estimular a expressdo da proteina distrofina. Entre as estratégias para reduzir
0s mecanismos distroficos estdo: 1) inibigdo da inflamacdo; 2) promog&o do crescimento
e regeneracdo muscular; 3) reducdo da fibrose; e 4) facilitacdo da funcdo mitocondrial
(KENNEDY, et al.; 2017; SHIEH, et al.; 2018).

O exercicio fisico € uma abordagem de tratamento ndo farmacoldgica que vem
sendo cada vez mais empregada para a extremidade inferior para criangas com DMD
devido & importancia dos efeitos benéficos sobre a deambulagdo (ALEMDAROGLU, et
al.; 2014; MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017; SPAULDING, et al.; 2018). Dentro da
literatura cientifica é possivel encontrar estudos que investigam efeitos de exercicio fisico
no muasculo de seres humanos com DMD, principalmente exercicios respiratorios. No
entanto, para as distrofias musculares, ha uma consideravel hesitacdo em prescrever o
exercicio como uma intervencdo terapéutica. A razdo para a hesitacdo, particularmente
para criangas com distrofia muscular de Duchenne (DMD), é a preocupacdo de que 0
exercicio ou muita atividade fisica possa causar danos musculares e exacerbar a doenga
(BALTGALVIS, et al; 2012; NG, et al.; 2018; SPAULDING, et al.; 2018). Sendo assim,
modelos experimentais vem sendo cada vez mais utilizados como foco de pesquisas
cientificas, como os camundongos mdx, buscando entender os efeitos celulares e

moleculares determinados pelo exercicio fisico.
3.2.1 Modelo experimental para DMD: camundongo mdx

A maioria dos estudos no campo da ciéncia (quase 59%) utilizam modelos
experimentais para investigar as implicacdes no corpo e na salude humana. Apesar de
serem espécies diferentes, humanos e camundongos mostram padrdes semelhantes na
patogénese da doenca, bem como 6rgéo e sistema fisiologico (DUTTA, et al.; 2016).
Numerosos modelos animais para DMD tém sido desenvolvidos nos Gltimos 30 anos,
variando de invertebrados a grandes modelos de mamiferos, mas os camundongos madx
sd0 0s mais comumente empregados como modelos experimentais na DMD
(MCGREEVY, et al.; 2015).

O camundongo mdx foi descoberto no inicio dos anos 80, em uma col6nia de

camundongos C57BL/10 que apresentou aumento da enzima creatina kinase (CK) além
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de, evidéncias histologicas de miopatia. Esses animais apresentam uma mutacao pontual
no exon 23 do gene da distrofina, resultando na falta da proteina distrofina funcional,
assim como nos humanos (PIETTE, et al.; 2018). Devido a auséncia da proteina
distrofina, os camundongos mdx apresentam os sintomas clinicos similares aos seres
humanos, como aumento dos niveis séricos de CK, ciclos de degeneracdo e regeneracao
muscular, necrose, aumento de tecido conjuntivo, entre outros. Outra similaridade € o
maior acometimento de musculos glicoliticos quando comparados aos oxidativos (AL-
REWASHDY, et al.; 2014).

A evolucdo da doenga no musculo esquelético de camundongos mdx apresenta
diferentes fases, onde nas 2 primeiras semanas de vida, 0s muasculos sdo relativamente
iguais aos camundongos normais. Entre a 3% e a 6 semana de vida, os musculos
esqueléticos dos mdx sofrem um pico de necrose e logo depois se estabilizam devido a
uma robusta regeneragdo celular. A Unica excecdo é o diafragma que mostra uma
deterioracdo progressiva como também é visto em humanos com DMD. Fenotipos
distroficos mais graves, como perda muscular agressiva, escoliose e insuficiéncia
cardiaca s6 ocorrem em camundongos mdx apds 15 semanas ou mais. Ja a expectativa de
vida nos mdx é reduzida em apenas 25%, diferente dos individuos com DMD, onde o
tempo de vida se reduz em 75% (MCGREEVY, et al.; 2015).

Outro parametro importante avaliado nos animais madx, assim como nos humanos
é a forca de preensdo (FP). A avaliacdo da FP comumente utilizada na prética clinica,
desempenha o um papel importante no controle de processos de reabilitacdo, na avaliagcéo
e tratamento de desordens musculo-esqueléticas da mao e na avaliacdo de pessoas com
patologias neurologicas. Além disso, a FP é entendida como indicador geral de forca e
poténcia musculares. A forca muscular é proporcional ao nimero de sarcbmeros presentes
no musculo, recrutados durante uma contragéo, e a forma como estes se dispdem. Existem
diversos fatores que a influenciam, como por exemplo, 0 sexo e a idade, as caracteristicas
antropomeétricas e fatores relacionados com a fisiologia do tecido muscular, tais como as
alteragcdes do pH, da temperatura, do fluxo sanguineo e a acumulacdo de produtos do
metabolismo celular, entre outros. A FP reflete ndo s6 a forca do membro superior e a
amplitude articular escolhida para a articulacdo envolvida, mas também a forca de outros
musculos e depende da estrutura de outros segmentos corporais, além da méo e do braco
(DIAS, et al., 2010; MENDES, et al., 2013).
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A medida da forca de preensdo palmar pode ser uma opcao pratica para estimar
rapidamente a capacidade funcional global de criancas com DMD, pois ela pode ser
prejudicada desde tenra idade, mesmo antes da perda de deambulagdo (PIZZATO, et al.,
2014). E de comum conhecimento que criangas com DMD produzem menor forca
muscular distal quando comparadas a criancas saudaveis, mesmo no estagio inicial da
doenca, e a fraqueza se torna mais marcante com a idade. A deterioracdo das habilidades
manuais, bem como o desempenho da extremidade superior sdo afetadas, ndo apenas pela

fraqueza muscular proximal, mas também pela distal. (BULLUT, et al., 2019).

A fraqueza da DMD geralmente afeta os musculos proximais primeiro, com perda
de forca e funcdo muscular distal posteriormente. Assim, os musculos das méos séo
afetados mais tarde no curso da doenca, mas também se tornam progressivamente
enfraquecidos e eventualmente paralisados na segunda e terceira décadas de vida
(HOGREL, et al., 2020). A funcdo de méo e braco esta de fato associada a muitos
dominios das atividades diaria (desempenho fisico, segurar um celular, escrever, girar
macaneta da porta, mas também o funcionamento psicoldgico e social) (LUE, et al.,
2017).

As principais limitac6es na aplicacdo das conclus@es de estudos em animais para
seres humanos sdo as diferencas no fenotipo entre humanos e modelos animais
geneticamente homdlogos, as diferengas biomecénicas significativas entre humanos e
modelos animais, e as idades também (MARKERT, et al.; 2011). Contudo, independente
dessas diferencas, estudos em animais podem orientar tratamentos fidedignos e
promissores, mas nao prever completamente o resultado dos estudos clinicos com
humanos (MCGREEVY, et al.; 2015).

3.2.2 Exercicio aerdbico de baixa intensidade no musculo distréfico

Os exercicios aerdbios sdo aqueles exercicios continuos, geralmente de longa
duracéo e de intensidade baixa a moderada que, utilizam grandes grupos musculares ao
mesmo tempo. Durante a execucdo do exercicio ocorre aumento do consumo de oxigénio
pelo organismo para producgdo de energia (ATP) que é utilizada pelo préprio musculo em
atividade além de, estimular e beneficiar outros sistemas, como: cardiorrespiratorio,
vascular e metabdlico. Caminhar, dancar, andar, pular, correr, pedalar, nadar sdo
exemplos de exercicios aerobios (DOMINICANO, et al., 2010).
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O exercicio fisico aerdbio é uma intervencdo ndo farmacoldgica de baixo custo e
de facil aplicabilidade. Além dos beneficios cardiorrespiratérios, como regulacdo da
pressao arterial, este exercicio também auxilia na redugdo do peso corporal, niveis séricos
de colesterol, reabilitacdo muscular, cognicdo, qualidade de vida, entre outros
(HASHIDA, et al.; 2017). Como ja mencionado, o exercicio fisico vem sendo aplicado
em mausculos distroficos como uma ferramenta terapéutica importante para amenizar ou
até mesmo retardar a evolucdo, e o impacto negativo da doenca. Como exemplo, 0s
exercicios para a extremidade inferior estdo se tornando mais comuns em programas de
fisioterapia para criangas com DMD devido & importancia dessa area em atividades
relacionadas & deambulacio (ALEMDAROGLU, et al., 2014). No entanto, para as
distrofias musculares, hd uma consideravel hesitacdo em prescrever o exercicio como
uma intervencao terapéutica. A razao para a hesitacdo, particularmente para criangas com
distrofia muscular de Duchenne (DMD), é a preocupacdo de que 0 exercicio ou muita
atividade fisica possa causar danos musculares e exacerbar a doenca (BALTGALVIS, et
al., 2012).

N&o h& um consenso sobre efeitos do exercicio serem benéficos ou prejudiciais
aos pacientes com DMD. As principais divergéncias envolvem os parametros do
exercicio, tais como: tipo, intensidade, frequéncia e duracdo. Sendo assim, ha necessidade
de mais estudos na area, seja com animais ou seres humanos, que possam relatar os efeitos
potencialmente benéficos do exercicio para que, parametros seguros possam ser
deliberados e empregados (MARKERT, et al., 2011).

Na literatura existem evidéncias que mostram que o exercicio aerébio pode ter
efeitos benéficos no musculo distréfico tanto em humanos como em animais.
ALEMDAROGLU, et al.; 2014; ZELIKOVICH, et al.; 2019 mostraram melhora
funcional de pacientes com DMD (escores de deambulacéo, resisténcia e fun¢des do
braco, forca muscular proximal), ap6s exercicios aerobios. Do mesmo modo, alguns
estudos realizados em camundongos mdx mostraram que o treinamento fisico aerébico
pode resultar em melhor fungcdo muscular esquelética sem agravar a doenca (GORDON,
2014; BALTGALVIS, et al.; 2012; ZELIKOVICH, et al.; 2019). No estudo de
Baltigalvis e colaboradores em 2012, diferentes tipos de exercicio aerébio foram aplicado
em camundongos mdx durante 15 semanas. Os resultados foram promissores onde a
corrida voluntaria sobre rodas melhorou a forca do mdsculo s6leo e aumentou a

resisténcia a fadiga do musculo extensor longo dos dedos (EDL). Do mesmo modo, o
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exercicio aerobio do tipo natacdo, também determinou ganho de forca do musculo séleo

e aumento da resisténcia a fadiga do EDL.

Um estudo realizado por BALTGALVIS, et al., (2012) mostrou que doze semanas
de exercicios de baixa intensidade podem melhorar a forca, a resisténcia a fadiga e a
capacidade oxidativa mitocondrial dos musculos flexores plantares do tornozelo de
camundongos mdx. Além disso, ndo houve indicacdo de que o musculo tenha sido
prejudicado pelo exercicio. Esses achados em camundongos mdx indicam que o exercicio
deve ser mais estudado como uma terapia potencial para ajudar a retardar a progressao

do declinio funcional na DMD.

A recomendacao é que todos 0s meninos com DMD participem precocemente de
exercicios sub-maximos regulares para evitar a atrofia muscular por desuso e outras
complicagcbes da inatividade (MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017). No entanto, é
necessario ressaltar que o excesso de atividade, pode resultar em dor e mioglobindria,
aumento da proteina mioglobina na urina, encontrada normalmente em abundancia nos
musculos. O aumento da sua excrecdo pela urina esta associado a um esforgo fisico
intenso, quando um mdasculo é altamente danificado (BAPTISTA, et al., 2011).
Terapeutas e profissionais do exercicio sdo desafiados a encontrar um delicado equilibrio
entre atividade e excesso de atividade ao projetar programas de treinamento para essa
populacdo (MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017).

As adaptacBes do masculo doente ao exercicio ocorrem em muitos niveis,
comecando do mais superficial, que é a matriz extracelular, até aos mais profundos do
citoesqueleto, que envolve mecanismos sintese proteica, reparo e regulacdo génica
(MARKERT, et al.; 2011). O aumento da sintese da proteina utrofina apos aplicacdo de
exercicio de baixa intensidade, vem sendo foco de investigacdes cientificas como um
potencial caminho para retardar a evolucdo da doenca (BANKS, et al.; 2014; GORDON,
et al.; 2014, FERNADES, et al.; 2019) pois, é capaz de dar estabilidade ao sarcolema

durante a contracdo, evitando novos focos de lesGes.

Tanto nos humanos como no modelo experimental da DMD (o camundongo mdx),
a superexpressdo da utrofina determina melhora na fungdo muscular sem exacerbar o
fendtipo da doenca (GORDON, et al.; 2014; GUIRADU, et al.; 2019). Assim, terapias

gue possam determinar aumento da utrofina vem sendo cada vez mais investigadas, com
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objetivo de proporcionar maior longevidade e qualidade de vidas aos portadores da DMD
(GORDON, et al.; 2014). Embora 0 mecanismo exato para o aumento da utrofina nao
tenha sido totalmente esclarecido, uma possivel via envolvida que vem sendo investigada
é a regulacdo traducional da mesma. Estudos mostram que a traducdo da proteina utrofina
é regulada por vias de sinalizacdo ativadas pelo exercicio aerdbico, tais como calcineurina
e da PGC-1a (GORDON, et al.; 2014; AL-REWASHDY, et al., 2014).

Como ja relatado acima, ndo existe um consenso sobre o melhor tipo de exercicio,
e quais melhores parametros a serem aplicados em um mdasculo distréfico. Sendo assim,
esperamos com nosso estudo entendermos melhor os efeitos do exercicio aerdbico de

baixa intensidade aplicado em diferentes periodos de treinamento.
4. Métodos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA n° 4740230518) da Universidade Federal de Sdo Carlos — USFCar (ANEXO 1),

instituicdo onde este estudo foi realizado.
4.1 Animais

O estudo contou com a utilizacdo de 36 animais, onde 12 foram controles
sedentarios (21 e 37) Wild Type: C57BL-10 e 24 foram do grupo mdx (Background:
C57BL-10 - Dmd™®), divididos em 12 animais sedentarios (21 e 37) e 12 animais
treinados (21 e 37 sessdes). Os animais chegaram ao laboratorio de Biofisica e Fisiologia
Muscular por volta de 4 a 5 semanas de idade e foram aclimatizados ao ambiente e a
esteira de treinamento. Quando completaram 6 semanas de idade, foram iniciadas as
sessOes de treinamento. A Faixa etéria foi escolhida devido o musculo esquelético
apresentar alteragdes morfofuncionais importantes (LOWE, et al., 2006; MCGREEVY,
etal., 2015; DUTTA, etal., 2016), equiparando-se a idade de pacientes jovens com DMD
por volta de 2 a 3 anos (MATHUR, et al., 2010) (Figura 7).
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Figura 7 — Avaliacd@o temporal dos sintomas entre Humanos e Camundongos

Os animais foram divididos em seis grupos: Grupos sedentarios wild-type (21LDSEDWT
e 37DSEDWT); Grupos sedentarios mdx (21DSEDMDX e 37DSEDMDX); Grupo mdx treinado
21 sessbes (21DTRMDX); Grupo mdx treinado 37 sessfes (37DTRMDX) (Figura 8). Foram
delineados dois grupos sedentarios dentro dos camundongos wild-type e dos mdx para assegurar
gue, mesmo com pouca diferenga de idade, ndo haveria influéncia significativa da progressdo da
doenca neste periodo.

CAMUNDONGOS
n= 36,

Wild Type mdx
(n=12) (n=24)

SEDENTARIOS SEDENTARIOS TREINADOS
(n=12) (n=12) (n=12)

21 37 21 37 21 SESSOES || 37 SESSOES
(h=6) (n=6) (n=6) (n=6) (h=6) (n=6)

Figura 8 - Grupos Experimentais
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Os animais foram adquiridos no Biotério do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP)
(figura 9) por volta de 4 a 5 semanas e alocados em gaiolas (n=3) no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)
em ciclo invertido 12/12h, com livre acesso a agua e a comida “ad libitum”. As gaiolas

foram higienizadas de acordo com os procedimentos do Biotério.

Figura 9 - Camundongos C57BI-10

4.2 Treinamento

A Figura 10 ilustra a linha do tempo para os treinamentos dos animais. Ao atingir
6 semanas de idades, os animais dos grupos treinados foram submetidos ao treinamento
aerdbio de baixa intensidade em esteira motorizada sem inclinacédo (figura 11), ou seja, a
0° (HAYWARD, et al., 1999; TAKEKURA, et al., 2001; CORNACHIONE, et al., 2008)
em uma velocidade entre 9-10m/min durante 30 minutos (TJONDROKOESOEMO, et
al., 2016; FERNADES, et al., 2019). Alguns dias antes de iniciar o treinamento, 0s
animais foram familiarizados por 10 minutos com a esteira parada apenas para
reconhecerem o ambiente. No dia do treinamento, os animais foram submetidos a um
periodo de aquecimento durante 2 minutos a uma velocidade de 7m/min. Os treinamentos
foram realizados 3x/semana até completarem 21 ou 37 sessdes de treinamento (GAIAD,
etal., 2017).
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Figura 10 - Linha do tempo de treinamento
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Apbs os treinamentos, 0s animais foram pesados e eutanasiados por decapitacdo

sob anestesia.
4.3 Teste de Preensao Palmar

Para andlise funcional de forga muscular in vivo foi realizado o teste de preenséo
palmar dos animais dos grupos estudados. O teste foi realizado no equipamento grip
strength (Insight®) (Figura 12) em trés tempos, pré-treino (antes do animal comegar o
treino); inter-treino (11° dia de treino para os animais treinados 21 sessdes e 19° dia para
0s animais treinados 37 sessdes) e pos-treino (antes do ultimo dia de treino) (Figura 13).
A execucdo do teste contou com trés séries de cinco puxadas, e entre cada série um
descanso de 1 minuto (KEELING et al., 2007). No final de cada série foi realizada a
média das forcas de preensao das cinco puxadas, de modo que tivéssemos trés médias por
animal ao final de cada teste, em gramas. Vale ressaltar que o teste foi realizado sempre
pelo mesmo avaliador para evitar aplicacdo de forgas diferentes.

£

Figura 12 - Teste de Preensdo Palmar .e-ApareIho de Grip Strength
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Figura 13 - Linha do tempo - Teste de Preensdo Palmar

4.4 Quantificagdo da enzima creatina quinase (CK)

Apos a coleta de dados referente a forca de preensdo palmar os animais dos grupos
sedentarios e treinados 21 e 37 sessOes, foram eutanasiados por decapitacdo sob anestesia
(Xilasina 100mg/Kg PV + Ketamina 100mg/Kg PV) logo apds a Ultima sessdo de
treinamento (21 ou 37). Imediatamente apds a decapitacdo, foi coletado 30 ul de sangue
total do animal em um microtubo e adicionado 60ul de Heparina. Em seguida foram
coletados 30ul dessa nova solucdo (30ul de sangue + 60ul Heparina) e colocados a uma
fita para a dosagem de CK. A fita foi inserida em um aparelho para quantificar a CK
sérica (Reflotron®). Apds a leitura, o valor foi multiplicado por 3, devido a diluigdo prévia
com heparina, para obtengéo do valor sérico total da CK. A Figura 14 ilustra alguns passos

da técnica realizada.
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Figura 14 - Dosagem de CK

4.5 Anédlise Histoldgica — Técnica de Coloragdo HE

Apos a coleta do sangue para analise da CK, os musculos tibiais anterior das duas
patas foram excisado (Figura 15). Esse musculo foi escolhido devido apresentar 60% de
fibras do tipo 1B, que sdo mais frageis e susceptiveis as lesdes e primeiramente acometido
pela doenca. (WEBSTER, et al, 1988, BANKS, et al, 2014).

Figura 15 - Excisdo do Musculo Tibial Anterior

Fragmentos musculares (TA) dos diferentes grupos foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o processamento do material. O
processamento histologico, contou com o seccionamento dos fragmentos em cortes
transversos, espessura 6pm, com auxilio do Cri6tomo CM 1850 UV (LEICA®) (Figura

16), no Laboratério da Fisioterapia da UFSCar, a uma temperatura de -25°C. Esse
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procedimento também foi realizado para as laminas de imunofluorescéncia, onde logo
apos a coleta dos fragmentos, essas laminas foram armazenadas em freezer -20°C. Os
cortes para histologia basica foram colhidos em laminas de 24x50mm e corados em
Hematoxilina-Eosina (HE) para analises dos aspectos genéricos das fibras musculares tais
como: centralizacdo nuclear, necrose celular, basofilia, infiltrado inflamatorio, fibras
lobuladas entre outras (CORNACHIONE, et al., 2008; CORNACHIONE, et al., 2011).
A analise morfolégica contou com a utilizagdo de um microscopio de luz. As imagens

coletadas na objetiva de 40x.

Figura 16 - Criostato Leica
www.leicabiosystems.com

4.6 Imunofluorescéncia para Distrofina e Utrofina

As laminas com os cortes foram retiradas do freezer -20°C e em seguida foram
incubados por 1h com Mouse-On-Mouse (MOM - Vector Laboratories). Logo apds,
foram lavadas 1x com PBS e incubadas com os anticorpos primarios. Para a marcacao da
proteina utrofina, foi utilizado o anticorpo Mancho 7 da Developmental Studies
Hybridoma Bank (DSHB - 1:15), para a marcacdo da proteina distrofina o Anti-
dystrophin das Abcam (ab15277 - 1:400) e para marcacdo da laminina o Anti-Laminin
(ab11575 -1:200) por 45 min a 37°C. Posteriormente, as laminas foram novamente lavada
com PBS por 3x de 5 min, e em seguida incubadas com os anticorpos secundarios: Alexa
Fluor 488 anti-mouse (Jackson ImunoResearch - 1:200), o Alexa Fluor 488 anti-rabbit
(Invitrogen - 1:200) e o Alexa Fluor 647 (Invitrogen - 1:200), por 35min a 37°C. Apos a
incubacao, as laminas foram lavadas novamente com PBS por 3x de 5 min, e por fim, os
cortes foram selados com FluorQuest com DAPI (marcador de nucleos). Em seguida, as
laminas permaneceram no freezer -20°C por pelos menos 24h para posterior leitura.


http://www.leicabiosystems.com/

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 35

Para identificacdo das marcacbes em fluorescéncia da utrofina e distrofina foi
utilizado o filtro FITC (comprimento de onda 1200 nm), para Laminina o Cy5
(comprimento de onda 2500 nm) e para os nucleos DAPI (comprimento de onda 800 nm).
As fotomicrografias foram obtidas através das objetivas de 10x e 20x através do

equipamento Image Xpress Micro XLS (Molecular Devices, EUA).

Para analise qualitativa das proteinas utrofina e distrofina foram utilizadas
imagens adquiridas nas objetivas de 20x e 10x, respectivamente. J& para analise
quantitativa da utrofina, foram adquiridas imagens através da objetiva de 10x. Nas
imagens overlay (marcagdo da laminina, utrofina e nicleo) foram contadas todas as fibras
com e sem marcacao da utrofina em 5 campos (5x5 cm) (Figura 17) para posteriormente,
ser realizada a porcentagem das fibras que apresentavam marcacéo para utrofina. Vale
ressaltar que, quadrantes foram posicionados na mesma regido, quando possivel, em cada

corte do musculo TA de todos os animais do estudo.

Figura 17 - Figura ilustrativa da padroniza¢do para quantificacdo da imunomarcac¢éo da proteina
utrofinano TA
Objetiva = 10x; Barra de escala = 100um.

4.7 Western Blot para Utrofina

Para identificacdo da utrofina no musculo tibial anterior, a amostra foi
homogeneizada em tampao de extragdo composto por: Tris/HCL (pH 7,4) 0,05M, NacCl
0,15 M, EDTA (pH 8,0) 0,001M, Dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,1%, inibidores de
fosfatase NasVVO4 0,001M, NaF 0,025M, Pirofosfato de Na 0,0005M e inibidores de
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proteases da marca AMRESCO overnight a 4°C, com auxilio de agitadores magnéticos
em microtubo. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, a 4°C por
20 min e o sobrenadante coletado, para posterior quantificacdo das proteinas. Foram
utilizados amostras de cora¢do dos mesmos animais para controle positivo para proteina

utrofina.

As proteinas totais foram quantificadas pelo método de BCA. Posteriormente,
pequenas porgdes do extrato (50ug) foram completadas com tampéo de amostra Laemmli
e fervidas por 5 min a 99°C, e logo ap6s foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% a 100 V por 1h40. Ao término do experimento, os géis foram
transferidos a uma membrana de nitrocelulose em 100 V por 2h30 (a transferéncia foi
confirmada através do corante Ponceau S). Houve bloqueio da membrana por 2h a
temperatura ambiente com leite desnatado 5% em TBS (para reduzir a ligacdo ndo
especifica de proteinas). A incubacdo com o anticorpo primario 1:50 (Mancho3 anti-
utrophin, DSHB), previamente diluido em TBS-T + leite desnhatado (5%), permaneceu
overnight a 4°C. No dia seguinte, seguiram-se 3 lavagens de 5 min com TBS-T, e
adicionado o anticorpo secundario (1:10.000) (conjugado HRP - Cell Signaling
Technology) também diluido em TBS-T + leite desnatado 5%. A membrana permaneceu
em incubacdo durante 1hora sob agitacdo basculante. Seguiu-se, novamente com lavagem
em TBS-T e por fim, a membrana foi revelada através do ECL — Clarity Western ECL
Substrate da Bio-RAD (kit revelacgao).

Para a normalizacdo dos dados obtidos, foi realizado o controle interno através da
incubacdo da membrana com o anticorpo primario GAPDH (1:15.000) da Abcam
ab181602 e anticorpo secundario conjugado HRP (1:10.000) da Abcam ab97051.

A membrana foi scaneada no equipamento ChemiDoc XRS+ (BIORAD, USA)
para analise da densitometria das bandas e a semi-quantificacdo foi feita através do
software ImageJ (versdo 1.50e, NIH, USA).

4.8 Estatistica

Todas as comparagfes das analises quantitativa e semi-quantitativa, como para
CK e WB, foi aplicado o teste de variancia usando ANOVA de duas vias (grupo e tempo)
para medidas repetidas. Quando diferencas significativas foram encontradas, analises

post-hoc foram realizadas por meio do teste de Bonferroni. Para as analises dos dados
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obtidos na forca de preensdo palmar, foi realizado o modelo linear de efeitos mistos,
através do procedimento PROC MIXED do software estatistico SAS® 9.4. Esta analise
contou com 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 95% (p<0.05).

5. Resultados

Nossos resultados mostraram uma adaptacdo positiva do tecido muscular
distrofico frente a aplicacdo de exercicio aerobio, tanto ap6s 21 quanto 37 sessdes. Vale
ressaltar que ndo houve diferenca significativa entre o grupo sedentario wild type 21 dias
e 0 grupo sedentario wild type 37 dias. Do mesmo modo, 0s animais mdx sedentarios 21
ndo sdo diferentes dos animais mdx sedentarios 37, apesar de existir uma pequena

diferenca de idade. A seguir serdo apresentados os resultados obtidos.
5.1 Teste Funcional para preensao palmar

O teste de preensdo palmar mostrou que os animais madx (21 e 37) apresentam uma
diminuicao da forca antes do treinamento quando comparados ao grupo controle wild type
(p<0.05). Com o treinamento é possivel observar (figura 18) que ambos 0s grupos
distroficos (21 e 37) aumentam a forga de preensdo apds 11 sessbes (grupo mdx21) e 19
sessbes (grupo mdx37) quando comparados ao pré (mdx2linter>mdxpré;
mdx37inter>mdx37pré). A manutencdo dos treinamentos, 21 e 37 sessdes, mostraram
incrementar ainda mais a forca de preensdo palmar pois, houve aumento significativo
quando comparado ao periodo final com o intermedidrio (mdx21p6s>mdx2linter;
mdx37p6s>mdx37inter) (p<0.05).
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Figura 18 - Teste de Preensdo Palmar em camundongos madx
A figura ilustra as médias dos valores de forga de preensdo dos grupos testados nos diferentes periodos de treinamento
(pré, inter e pés) *Diferente wt21; #Diferente mdx37pré; ®mdx21 inter é diferente do pré mdx21; Omdx21 pds é
diferente do pré mdx21; #mdx37 inter é diferente mdx37 pré; <»mdx37 pos é diferente do pré mdx37; 4mdx21 pés é
diferente do inter mdx21; ¥mdx37 pds é diferente do inter mdx37 p<0.05.

5.2 Niveis séricos da Creatina quinase (CK)

Apds o teste de preensdo palmar, os animais foram pesados (Tabela 2) e
eutanasiados para analise sérica da creatina quinase. A doenca mostrou niveis séricos
mais elevados de CK, tanto nos animais mdx sedentérios (21) como nos animais mdx
sedentarios (37), quando comparados aos respectivos controles wild- type (21 e 37)
(21DSEDMDX x 21SEDWT; 37DSEDMDX x 37DSEDWT; p<0.05) (Figura 19).
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GRUPOS | PESO (g)
21DSEDWT 26,18
37DSEDWT 30,5
21DSEDMDX 30,79
37DSEDMDX 35,69
21DTRMDX 30,44
37DTRMDX 36,7

Tabela 2: Média do peso (g) dos animais em cada grupo

Apbs o treinamento aerdbio de baixa intensidade durante 21 e 37 sess@es, 0s niveis
séricos para CK mostraram-se significativamente mais elevados quando comparados aos
animais mdx sedentérios (21DMDXSED x 21DTRMDX; p<0.05) (37DSEDMDX x
37DTRMDX; p<0.05). Contudo, o que mais nos surpreendeu foi quando comparamos 0s
animais madx 21 sess@es de treinamento (21DTRMDX) com o0s animais que treinaram 37
sessOes (37DTRMDX). A manutencdo do estimulo por 37 sessdes mostrou valores
significativamente menores nos niveis de CK quando comparados aos animais que
treinaram durante 21 sessdes (21DTRMDX x 37DTRMDX; p<0.05) (Figura 19).
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Figura 19 - Niveis séricos de CK nos diferentes grupos
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

5.3 Alteracdes qualitativas do muasculo tibial anterior
5.3.1 Imunomarcacao para proteina distrofina

A andlise qualitativa das laminas processadas pela técnica de imunofluorescéncia
para a proteina distrofina confirmou que os animais mdx utilizados neste estudo realmente
ndo apresentavam esta proteina (Figura 20B), como observada nos animais wild-type
(Figura 20A).
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ADSEDWT-DISTROFINA+DAPI - = 2DSEDMDX-DISTROFINA+DAPI

Figura 20 - Fotomicrografia de cortes histoldgicos do TA pela técnica de IF

Objetiva de 10x; Barra de escala = 100um. A- 21DSEDWT: Presenga da proteina distrofina marcada em verde e nicleos em
azul (DAPI); B- 21DSEDMDX: auséncia da proteina distrofina com ndcleos em azul (DAPI).

5.3.2 Alteragdes histologicas do musculo tibial anterior

A Figura 21 mostra fotomicrografias, representativas, do musculo tibial anterior
dos diferentes grupos estudados. Como ja descrito no item 5, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos sedentarios wild-type (21 x 37) e mdx (21 x 37).

Os grupos wild type sedentérios (21 e 37) mostraram morfologia normal do tecido,
apresentando fibras poliédricas e nucleos periféricos (Figura 21A). Por outro lado, os
animais mdx sedentarios (21 e 37) mostraram alteracGes citoarquiteturais importantes, tais
como: centralizacdo nuclear, necrose/infiltrado inflamatorio, splitting, variacdo tamanho
de fibras e aumento de tecido conjuntivo (Figura 21B). Os animais distroficos submetidos
ao treinamento de baixa intensidade mostraram melhora na morfologia do tecido quando
comparados aos animais sedentarios (Figura 21C e 21D x 21B). Contudo, mais uma vez
0 tempo prolongado do estimulo (37 sessGes) mostrou melhorar os aspectos gerais da
morfologia do musculo tibial anterior, dos animais mdx, quando comparado ao menor

tempo de treinamento (21 sessdes).
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Figura 21 - Fotomicrografias do musculo TA de camundongos mdx - HE
Objetiva 40x. A — 21DSEDWT; B — 21DSEDMDX; C — 21DTRMDX; D — 37DTRMDX.
Seta vazia= Centralizagdo nuclear; Seta grossa= Infiltrado inflamatorio/necrose; Seta fina= Splitting celular.

5.4 Analises qualitativa e quantitativa da Imunomarcacao para proteina utrofina

As analises qualitativas e quantitativas das laminas que foram submetidas a
aplicacdo do anticorpo para utrofina, atraves da técnica de imunofluorescéncia mostraram
que, a doenca pode estar acometendo outras estruturas a nivel molecular, ndo apenas a
proteina distrofina, As Figuras 22 e 23 mostram reducdo na imunomarcacao da utrofina
(verde) nos camundongos mdx sedentarios (21DSEDMDX) quando comparados aos
wild-type (21DSEDWT) (p<0.05).
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Figura 22 - Analise qualitativa da imunomarcacao para utrofina no TA de animais mdx.
Objetiva de 20x; Barra de escala = 50um. A= 21DSEDWT; B= 21DSEDMDX; C= 21DTRMDX; D= 37DTRMDX.

Imunomarcagdo em vermelho para laminina, verde para utrofina e azul (DAPI) nicleos. Observe que o musculo TA do

grupo 37DTRMDX apresentou maior expressdo da utrofina ap6s o treino, quando comparado aos grupos
21DSEDMDX E 21DTRMDX.
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Figura 23 - Analise quantitativa da imunomarcac¢ado da utrofina no TA de camundongos mdx.
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Mais uma vez o treinamento mostrou influenciar positivamente o musculo tibial
anterior de animais mdx, tanto 21 quanto 37 sessOes de treinamento, quando comparados
aos animais mdx sedentarios (21DSEDMDX x 2DTRMDX: p>0.05; 21DSEDMDX x
37DTRMDX: p<0.05).

Outro achado importante, observado nos animais mdx, € quando comparamos 0s
tempos de treinamento, ou seja, 21DTRMDX com 37DTRMDX. Os animais mdx que
mantiveram o treinamento aerébico por tempo prolongado (37 sessdes) mostraram um
aumento da imunomarcacdo da utrofina (p<0.05), sugerindo que o estimulo quando

mantido por mais tempo pode aumentar o contetdo desta proteina.

5.5 Conteuido de Utrofina no musculo TA — Western Blot

Os resultados desta analise semi-quantitativa para a proteina utrofina corroboram
com os achados qualitativos e quantitativos observados na imunofluorescéncia para esta
proteina, apresentados no item 5.4. Na anélise de WB foi observado que esta proteina
encontra-se reduzida nos animais distréficos sedentérios (21 e 37) quando comparados
aos wild type sedentarios (21 e 37) (21DSEDMDX x 21DSEDWT; 37DSEDMDX x
37DSEDWT; p<0.05) (Figuras 24 e 25).
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Por outro lado, o exercicio aerdbio de baixa intensidade mostrou ser efetivo para
0 aumento da utrofina no masculo tibial anterior dos camundongos distréficos, em ambos
os tempos de aplicagdo, quando comparado com 0s musculos dos animais distréficos
sedentarios (21DSEDMDX x 21DTRMDX; p>0.05; 37DSEDMDX x 37DTRMDX;
p<0.05) (Figuras 24 e 25). Outro achado importante foi a comparacéo entre os dois grupos
de animais treinados (21DTRMDX x 37DTRMDX; p>0.05). O grafico da figura 25 deixa

claro que ha um aumento no contetdo da utrofina no grupo que treinou por mais tempo.

D T gy = ——> 50 kDa
[ T ] S@e™ _ , O5kDa
UTROFINA -~ 21DSEDWT
.. ._.ew > 35kDa
GAPDH B
- —» 50kDa
—» 25kDa
- - - _ 21SEDMDX
UTROFINA
- — e > 35kDa
GAPDH _
——— - — 50kDa
i . —» 25kDa
UTROFINA — 21DTRMDX
S . 35D
GAPDH ]
- e - 50 kDa
8B &= eo. . D
- — 37DTRMDX
- —» 35kDa
GAPDH | |

Figura 24 - Membranas de Western Blot — Utrofina + GAPDH.
O primeiro poco de cada gel (da esquerda para direita) contém amostra de coragdo como controle positivo para
proteina utrofina, os demais apresentam amostras do mdsculo tibial anterior.
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Figura 25 - Semi-quantificacéo de Utrofina/GAPDH
* p<0,05; **p<0,01

6. Discussdo

Este projeto de pesquisa mostrou claramente algumas alteracGes negativas
determinadas pela auséncia da distrofina no musculo esquelético de camundongos madx.
Corroborando com a literatura cientifica, estudos também deixaram claro, no transcorrer
do texto, que em seres humanos os efeitos negativos podem ser ainda maiores. A
conhecida Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) que afeta meninos pela auséncia da
proteina distrofina, atua de maneira devastadora na funcdo muscular, prejudicando a

qualidade de vida dessas criancas e a sobrevida.

A cura, ainda, € algo distante para essas criancas entdo, cada vez mais cientistas
investigam tratamentos paliativos que possam determinar melhor qualidade de vida e até
mesmo postergar a evolucao degenerativa da doenca. O exercicio fisico tem mostrado ser
uma ferramenta importante na reabilitacdo do mdsculo distréfico, seja no modelo
experimental como no humano, quando aplicado de maneira cautelosa. Sendo assim, o
presente estudo buscou entender e analisar os efeitos do exercicio aerobio de baixa
intensidade sobre o musculo esquelético de camundongos mdx focando, principalmente,

na expressao da proteina utrofina, homologa da distrofina
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Como apresentado acima, nossos resultados mostraram resultados importantes e
promissores no quadro evolutivo e degenerativo da doenca, os quais, por um lado
corroboram com estudos cientificos e por outro contradizem. Buscando entender e
justificar nossos achados, esses estudos cientificos prévios nos embasam na discussao a

sequir.
6.1 Teste Funcional para Preensdo Palmar

O teste de Preensdo Palmar é muito utilizado por ser confiavel, reprodutivel, ndo
invasivo e facil de ser realizado para avaliar a condi¢do, funcdo e forca muscular no

modelo experimental da Distrofia Muscular de Duchenne, camundongo mdx.

Os animais distroficos treinados (21IDTRMDX e 37DTRMDX), do presente
estudo, mostraram uma reducdo na forca antes do treinamento quando comparado ao
grupo controle sedentario 21DSEDWT (p<0,05). PUTTEN e colaboradores (2012)
também encontraram resultados semelhantes com os nossos achados, justificando que os
animais madx por apresentam fragilidade e disfungdo muscular determinada pela auséncia
da proteina distrofina, apresentam como consequéncia, reducdo da forga muscular. Com
o treinamento (segundo teste realizado no periodo intermediario 112 sessdo para 0 grupo
21DTRMDX e na 192 sessdo para o grupo 37DTRMDX) foi possivel observar que ambos
0S grupos treinados mdx mostraram uma melhora significativa da forca de preensdo
quando comparado ao teste realizado antes do treinamento (pré treino). ZELIKOVICH,
et al., 2019, observaram que o treinamento de baixa intensidade (8m/min) em esteira
durante 30 min, 3 vezes por semana durante 6 meses em animais mdx aumentou a forca
de preensdo quando comparados ao grupo mdx sedentario. Eles chegaram a conclusdo
que esse aumento da forga estava relacionado a um aumento na expressao de PGCla, um
marcador de exercicio aerébico e também no aumento da fracdo oxidativa da miofibra,
confirmando a remodelacédo esperada do masculo para um perfil oxidativo aumentado,
em resposta a adaptacdo determinada pelo exercicio. Eles também avaliaram o efeito do
exercicio de baixa intensidade em um curto prazo, durante 4 dias, e concluiram que
nenhuma mudanca significativa foi observada. Sendo assim, melhoras na funcéo
muscular observadas em camundongos mdx exercitados parece ser decorrente da
exposicdo cronica ao exercicio. Esses achados corroboram com nossos estudos, pois no
final do treinamento, apds 21 ou 37 sessdes de treinamento ambos 0s grupos continuaram
aaumentar a forca de preenséo palmar quando comparado aos testes realizados no periodo
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intermediario (p<0,05), sugerindo que as miofibras distréficas ttm um limiar mecéanico
e/ou dependente do tempo para adaptacao funcional ao exercicio em comparagao com o

musculo WT.

DE LUCA, et al., 2005; HYZEWICZ, et al., 2015; CAPOGROSSO, et al., 2017,
também realizaram um protocolo de exercicio, que consistia em 30 min de corrida em
esteira horizontal a 12 m/min, duas vezes por semana, durante 12 semanas, em
camundongos WT e mdx. Com esse estudo, eles observaram uma diminuicdo da forga
nos animais distréficos submetidos ao exercicio cronico concéntrico em esteira, quando
comparado aos animais WT e alteragdes estruturais mais graves quando comparadas ao
mdx sedentarios. Esses achados contradizem os resultados do grip strenght no presente
estudo. CAPOGROSSO e colaboradores (2017) acreditam que a fraqueza no animal mdx
esta de fato relacionada a um comprometimento da funcdo neuromuscular induzida pelo
exercicio, dependente do tempo. Ja HYZEWICZ e colaboradores (2015) observaram que
esse protocolo de treinamento de alta intensidade (12m/min) causou uma regulacédo
negativa de Sirtl, PGC1- a, PPAR y e miogenina em animais mdx. Por outro lado, eles
acreditam que o treinamento de baixa intensidade possa ser benéfico, ja que a expressao
dos genes mitocondrial e de diferenciacdo muscular foi aumentada ap0s a roda voluntaria

em animais de 4-8 semanas de idade.

Nadar e correr em baixa intensidade em camundongos mdx também estimulou a
mudanca do musculo glicolitico rapido (tipo 2B) para o oxidativo (tipo 2A) e 0 musculo
lento (tipo I). Apesar dessa mudanca, a expressao de proteinas no muasculo esquelético
lento e répido aumentou ap6s nadar em baixa intensidade em camundongos com 4
semanas de idade. A comparacdo do grupo WT com o musculo mdx apos natagdo em
baixa intensidade também apontou para niveis mais altos de expressdo de proteinas
nas fibras mdx. Essa observacdo sugere que o0s mausculos distroficos poderiam se

beneficiar com os treinamentos de baixa intensidade.

Como ja descrito anteriormente, ZELIKOVICH e colaboradores (2019)
mostraram que o treinamento em esteira a 12m/min, 2 vezes por semana durante 30 min,
agravaram o fen6tipo dos animais mdx. Os protocolos de treinamento realizados entre 4
a 8 m/min em animais distroficos, mostraram que houve uma melhora na fungdo muscular
esquelética além de, atenuar a disfuncéo cardiaca e melhorar da capacidade respiratoria.

Assim, o exercicio de baixa intensidade foi benéfico nesses camundongos sem aumentar
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os danos a membrana muscular ou fibrose. Essa hipbtese levantada de que houve uma
possivel protecdo da membrana celular ap6s treinamento de baixa intensidade pode vir a

justificar nossos achados para creatina quinase, discutidos a seguir.

Um achado que nos surpreendeu foi a diferenca entre os animais mdx no teste pré
treino pois, 0s animais neste periodo apresentavam a mesma idade (6 semanas de vida).
Contudo, em nenhuma das outras analises, realizadas no estudo, esses grupos mostraram-
se diferentes. Sendo assim, uma hipétese que pode justificar € um erro na testagem
realizada pelo operador ou até mesmo diferencas individuais nas ninhadas. PUTTEN, et
al., 2014 descreveram alguns possiveis erros que podem ser visualizados durante grip
strenght. Os animais devem ser testados sempre pelo mesmo operador que ndo saiba quais
eram 0s grupos experimentais. Os testes devem realizados na mesma hora e dia da
semana, e na mesma sala para equalizar odores, ruidos, etc. E possivel observar uma
grande variacao entre os camundongos individuais e 0s pontos no tempo para a realizagéo
do teste funcional, que também pode diferir bastante entre as ninhadas. Os animais devem
apertar as grades sempre de forma paralela e horizontal, nunca de forma transversal e se
0 operador visualizar que houve uma diminuigédo da forga quando comparada aos outros

valores, ele deve desconsiderar esse resultado.

6.2 Alteracdes nos niveis séricos da Creatina Quinase (CK)

Os animais dos grupos mdx sedentarios (21 e 37), do presente estudo, mostraram
niveis séricos elevados para CK quando comparados aos respectivos controles dos grupos
wild type (21 e 37). Esse resultado ja era esperado pois, a auséncia da proteina distrofina
culmina na ruptura da membrana da fibra muscular com extravasamento da CK para
corrente sanguinea (DECONINCK, et al., 2007; STREHLE, et al., 2014; MOREIRA-
MARCONI, et al., 2017). J& esta bem documentado na literatura cientifica que tanto
animais distréficos (AL-REWASHDY, et al., 2014; KLEIN, et al., 2017; HERMES, et
al., 2018) como seres humanos portadores da DMD (CACCHIARELLI, et al., 2011;
MCDONALD, et al., 2012; STREHLE, et al,. 2014) apresentam aumento expressivo do
contetido da CK sérica.

Os animais mdx treinados 21 e 37 sessGes apresentaram niveis ainda mais elevados
para CK quando comparados aos respectivos controles dos grupos sedentarios de 21 e 37.
Os niveis da CK no sangue sdo marcadores bioldgicos que indicam mionecrose e, por

meio disso sdo usados como referéncia para medir os efeitos fisioldgicos do exercicio na
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musculatura de camundongos mdx (FAIST, et al., 2001). Estudo conduzido por
SPAULDING, et al., em 2018, mostrou aumento significativo dos niveis de CK de
animais mdx apos exercicio em esteira de baixa intensidade quando comparados aos
animais sedentérios mdx. Esse aumento pode ser justificado pela forca gerada na fibra
muscular durante a contracdo, e consequentemente, por serem musculos desprovidos da
proteina distrofina a possibilidade de lesdo da membrana é maior concomitante, ao

aumento do efluxo da CK.

Os resultados obtidos no presente estudo também corroboram com os achados nos
estudos de SILVA, et al., 2015 onde observaram aumento significativo da CK no grupo
mdx exercitado. Esses mesmos autores também justificam que esse extravasamento esta
atribuido ao stress causado nas células musculares durante a contragdo muscular desses
animais. Os valores aumentados de CK no presente estudo apos o treinamento também ja
eram esperados pois, 0s animais mdx ja apresentavam lesbes prévias da membrana em
decorréncia do ciclo natural da doencga, e com os ciclos de contracdo e relaxamento,
durante o exercicio, essa lesdo pode ter sido exacerbada e com isso mais extravasamento

da CK do meio intra para o extracelular (sangue).

Por outro lado, quando comparamos 0s grupos treinados entre si observamos um
resultado surpreendente e oposto ao esperado, ou seja, reducdo significativa dos niveis de
CK para os animais mdx ap6s o treinamento mais longo (37 sessdes). Esses achados
corroboram com os observados na analise morfolégica do tecido nas laminas de H.E.
Assim como houve reducdo da CK nos animais treinados por mais tempo, a histologia
desse grupo também apresentou melhora na citoarquitetura das fibras musculares o que
pode indicar, que a cronicidade do treino aerdbio de baixa intensidade estimulou de forma
positiva a plasticidade muscular, tornando-as mais resistentes as lesdes impostas pelas
cargas mecanicas geradas pelo exercicio e assim, reduzindo significativamente a saida da
CK para 0 meio externo (sangue). ZELIKOVICH, et al., 2019 submeteu camundongos
mdx ao exercicio aerébio em esteira & uma intensidade de 8 m/min, 3 vezes por semana
durante 6 meses. Os autores observaram que houve reducdo da CK sérica concomitante a
melhora nos aspectos morfologicos das fibras sugerindo, adaptacao positiva do masculo

apos longo periodo de treinamento.

Resultados similares foram obtidos em estudos realizados em nosso laboratério

(Laboratério de Fisiologia e Biofisica Muscular) onde em uma fase mais aguda de
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treinamento excéntrico (3 sessGes) a morfologia das células mostraram-se mais alteradas,
com maiores sinais de rompimento de membrana (splitting), e consequentemente maiores
niveis séricos de CK (PEDRAZANI, et al., 2019). Por outro lado, assim como 0s
resultados do presente estudo, PEDRAZZANI, et al., (2019) observou que a submissao
dos animais a 21 sess6es mostraram reduzir ambas alteracGes, bioguimica e morfologica,

observadas na fase mais aguda.

Apesar do teste bioquimico para a CK ndo ser o que confirma o diagnostico da
DMD, ele ¢é atualmente o mais usual nas analises laboratoriais preliminares pois, ndo
exp0e a crianca portadora da DMD a métodos tao invasivos, como a bidpsia. Contudo, se
houver a suspeita do individuo apresentar esta alteracdo genética, analises de histologia

basica e imunomarcadores (anticorpos) poderdo confirmar o diagnostico.

6.3 Alteracdes histoldgicas do musculo tibial anterior

A DMD mostra claramente alterar a citoarquiterura normal do mdsculo
esquelético. Enquanto, a morfologia do madsculo esquelético sadio é compreendida por
fibras poliédricas com tamanho relativamente uniforme, nicleos periféricos e pouco

tecido conjuntivo, as observadas no masculo distréfico sdo completamente opostas.

Na andlise qualitativa dos aspectos gerais do tecido muscular, corados por H.E.
no presente estudo, foi possivel observar que a morfologia dos masculos tibiais anterior
do grupo wild type sedentario (21SEDWT) apresentaram citoarquitetura de um tecido
saudavel, como mencionadas no paragrafo anterior. Por outro lado, os animais dos grupos
mdx sedentarios (21DSEDMDX) mostraram alteraces histoldgicas importantes,
condizentes com a doenga, tais como: centralizagcdo nuclear, necrose/infiltrado
inflamatorio, aumento de tecido conjuntivo, splitting e alteracdo do tamanho das fibras.
BLAKE, et al., 2002 e ALLEN, et al., 2016 descrevem claramente em seus estudos que
devido a auséncia da proteina distrofina funcional ocorre uma desestabilizacdo do aparato
contratil com o citoesqueleto e durante a mecanotransducdo, propagacdo dos sinais
mecénicos gerados pela contracdo, ocorre desorganizagao estrutural e rompimento do
sarcolema. Esses mesmos autores, afirmam que essas altera¢des preliminares determinam
alteracdes histoldgicas importantes, como: atrofia, pseudo-hipertrofia, mionecrose,

fibrose e centralizacéo nuclear.
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A centralizacdo nuclear € um indicativo de que houve leséo, e estd ocorrendo um
processo regenerativo na fibra, conduzido pelas células satélites (CS). Essas células sdo
responsaveis por reestruturar a fibra danificada, seja em um musculo sadio ou doente,
apos uma lesdo (RANTANEN, et al., 1995; ALMEIDA, et al., 2016). Nos musculos
distroficos, a funcdo das CS ndo é diferente contudo, com a evolucdo da doenca essas
células perdem a capacidade de proliferacdo, o que determina na interrupcao do ciclo de
degeneracédo/regeneracao permanecendo apenas, 0 processo degenerativo (RENAULT, et
al., 2000; CHANG, et al., 2016).

A interrupcao do processo de regeneracao, devido a exaustdo das CS, determina
aumento significativo do infiltrado inflamatdrio no tecido contrétil, e com a progressao
da doenca, este é substituido por tecido conjuntivo (MIZUNO, et al., 2011;
ZELIKOVICH, et al., 2019 ), fato este que condiz aos nossos achados. Vale ressaltar que,
a exacerbacdo do processo inflamatdrio culmina em sucessivas rupturas de membrana,
facilitando a infiltracdo de ions célcio do meio extracelular (WHITEHEAD, et al., 2006;
SILVA, et al., 2015; BOZYCKI, et al., 2018). Considerando que, o célcio é um ion em
potencial para ativacéo de vias de degeneragdo, como a via das caspases (BERNARDI,
1999; ABMAYR, et al., 2004), as fibras musculares sofrem cada vez mais com o
infiltrado inflamatdrio que por consequéncia, aumentam o exudato intracelular levando
assim, essas células a tumefacdo. A tumefagdo € um aumento do volume da célula em

decorréncia do acumulo de liquido no meio interno (exudato).

O aumento descontrolado desse volume (pseudo-hipertrofia) determina o
rompimento da membrana e a célula se divide (splitting) (GROUNDS, et al., 2014;
JUNQUEIRA, et al., 2017). Essa divisdo gera duas ou até mais partes de células com
tamanhos variados. Além disso, essas células sofrem processo de atrofia com a evolucéo
da doenca, pela ativacdo de vias como ubiquitina, variando ainda mais o tamanho entre
elas. PEDRAZZANI, et al., (2019) e BURNS, et al., (2017) observaram alteracdes

similares nos animais mdx em seus respectivos estudos.

Apos as sessbes de treinamento aerdbio (21 e 37) os masculos dos animais madx
apresentaram melhora dos aspectos gerais da citoarquitetura muscular. Na analise
qualitativa dos musculos dos animais do grupo mdx submetidos a 21 sessdes de
treinamento aerdbio de baixa intensidade (21D TRMDX) foi possivel observar alteracdes

similares as observadas no grupo sendentario (21DSEDMDX) porém, menos intensas.
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Com a manutencdo do estimulo (treino aerdbio) durante 37 sessdes, essa melhora foi
ainda mais visivel e significativa no musculo TA, quando comparado aos grupos
21DSEDMDX e 21DTRMDX. Na fotomicrografia do grupo 37DTRMDX é possivel
observar reducgéo de fibras em degeneracdo, reducédo de tecido conjuntivo e regularizacéo

no tamanho das fibras musculares.

Estudos realizados pelos HOURDE, et al., 2013; ZELIKOVICH, et al., 2019
corroboram aos aqui apresentados. Esses autores observaram melhora na morfologia
celular e reducdo da fibrose do musculo TA de animais mdx submetidos ao exercicio
aerdbio a longo prazo (4 a 4 meses e meio) em roda giratéria, quando comparados aos
musculos do grupo mdx sedentarios. Outro achado importante reportado por HOURDE e
colaboradores (2013) foi a melhora da forga muscular. Esses autores justificam que essa
melhora na forca de contracdo pode ter reduzido a fragilidade celular acreditando que, o
tempo prolongado possa ter sido benéfico para reestruturar o tecido. GORDON, et al. em
2013 também observaram melhora na morfologia dos musculos quadriceps e soleo de
camundongos mdx, submetidos ao exercicio aerobio durante 12 semanas em roda
giratoria. A justificativa apresentada por esses autores foi ao aumento do contetdo da
proteina utrofia (homologa da distrofina) que possa ter contribuido na reestruturacao

celular reduzindo assim, as lesdes no tecido.

6.4 Alteracdes na imunomarcacéo e no conteudo da proteina utrofina

As andlises, qualitativa e quantitativa, das laminas processadas com anticorpo para
utrofina, na técnica de imunofluorescéncia, sugerem que a doenca possa estar acometendo
outras proteinas situadas na membrana, ndo apenas a distrofina ja que, houve reducéo
significativa do conteddo de utrofina nos animais do grupo mdx sedentarios
(21DSEDMDX) quando comparados aos wild type (21DSEDWT). Como ja relatado na
revisdo da literatura, existem dois tipos de utrofina, a utrofina A expressa principalmente
em fibras musculares, e a utrofina B, expressa em células endoteliais vasculares. BANKS
e colaboradores (2014), utilizaram as técnicas de WB e imunofluorescéncia para
quantificar o conteldo da proteina utrofina A no musculo gastrocnémio, em animais
controles sadios (WT) e animais distroficos mdx. Através dessas analises eles observaram
que a utrofina A estava quase ausente no sarcolema extra sinaptico do grupo WT, mas ela
estava presente no citoplasma das fibras do tipo 2B rapidas. Ja no grupo mdx, a utrofina

estava ausente no sarcolema extra sindptico na maioria das fibras do tipo 2B rapidas no
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musculo gastrocnémio e niveis baixos nas demais fibras. A reducdo na expressao da
utrofina no sarcolema extra-sinaptico dos animais mdx coincidiram com o aparecimento
de fibras necrdticas. Apesar do nosso estudo néo ter realizado tipagem no tipo de fibra e
nem especificado o tipo de utrofina, os achados de Banks nos ajuda a entender 0s nossos
resultados, ja que o TA (musculo avaliado em nosso trabalho) possui em sua maioria
fibras do tipo 2B, justificando entdo, esse aumento da utrofina no animais controles WT
e a reducdo no grupo mdx, ja que as fibras do tipo 2B sdo as mais afetadas pela doenca,

expressando menos utrofina.

Por outro lado, os musculos dos animais mdx que foram submetidos aos
treinamentos (21DTRMX e 37DTRMX) mostraram resultados opostos aos observados
nos animais sedentérios frente a imunomarcacdo e ao conteudo da utrofina. Apos 21
sessOes de exercicio aerobio foi possivel observar no TA aumento na expressdo e no
conteudo da utrofina, através das técnicas de imunofluorescéncia e western blot,
respectivamente. Mesmo ndo havendo diferenca estatistica em relacdo aos sedentarios,
esse resultado no &mbito clinico, infere positivamente pois, reforca que o exercicio
aerébio de baixa intensidade influencia positivamente no tecido. Acrescido a esta
melhora, os animais mdx do grupo 37DTRMDX apresentaram resposta ainda mais
expressiva para no aumento da utrofina, sugerindo que o exercicio mantido por periodo
prolongado pode induzir ao aumento da sintese da utrofina. Na literatura cientifica ndo
existem estudos que tenham treinado animais mdx por periodos longos com 0s mesmos
parametros de treinamento aos aqui apresentados e, analisado a expressdo da utrofina.
Este fato nos impulsionou a buscar estudos equivalentes e, que nos fomentasse a redigir

e discutir nossos resultados.

Como ja mencionado anteriormente, GORDON, et al., (2013) mostraram aumento
no conteldo da proteina utrofina em musculos distréficos (quadriceps e s6leo), atraves da
técnica de WB, de animais mdx submetidos ao exercicio aerébio durante 12 semanas
quando comparado aos animais mdx sedentarios. Eles acreditam que a tradugdo da
proteina utrofina é regulada por vias de sinalizacéo ativadas pelo exercicio aerobio através
do PGC-1a ou também pela mudanga no tipo de fibra musculares do tipo 1IB para IIA.
Estudo realizado por DELACROIX, e colaboradores (2018) também acreditam que o
exercicio aerobio é capaz de melhorar o tecido muscular distréfico devido a ativacao da
via PGC-1a além da calcineurina (uma serina que nos miocitos esqueléticos regula

positivamente os promotores de genes especificos para fibras lentas). CHAKKALAKAL,
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et al., 2003; DE LUCA, et al., 2005 e CHALKIADAKI, et al., 2014 acreditam que
a atividade da calcineurina seja importante para manter o fendtipo da fibra lenta e
consequentemente, aumentar a expressao da utrofina, o que pode exercer efeito benéfico
retardando a progressdo da doenga no musculo do mdx. Esses estudos deixam claro que
0 (s) mecanismo (s) envolvido (s) no aumento da utrofina ainda nao estad bem elucidado

na literatura cientifica.

Vale ressaltar, mais uma vez, que nao realizamos a tipagem das fibras porém, o
perfil do nosso treinamento infere, baseado na literatura (DE LUCA, et al., 2005;
HYZEWICZ, et al., 2015; DELACROIX, et al., 2018), que por se tratar de atividade de
longo periodo, fibras oxidativas sdo mais recrutadas e possivelmente, possa estar
ocorrendo uma transic¢ao de fibras mais glicoliticas para oxidativas. Se essa hipétese pode
realmente estar ocorrendo, o treinamento dos animais mdx proposto no estudo pode ser
uma medida protetora a ser imposta para retardar a evolugdo da doenca ja que, musculos

oxidativos sdo menos acometidos em relacéo aos glicoliticos.

Sendo assim, novos estudos estdo sendo realizados em nosso laboratério
envolvendo aumento da utrofina e tipagem das fibras apds longo periodo de treino para
compreendermos melhor os efeitos do exercicio aerobio de baixa intensidade sobre
musculos distréficos e com isso, ter mais embasamento cientifico da deliberacdo e

aplicacdo de um tratamento promissor aos portadores da DMD.

7. Conclusao

Os resultados do nosso estudo deixou claro os impactos negativos que a auséncia
da distrofina determina no muasculo TA de camundongos mdx. Do mesmo modo, 0
exercicio aerobio de baixa intensidade mostrou ser capaz de reverter, parcialmente, as
alteragOes degenerativas impostas pela doenca. Contudo, as melhoras observadas na
histologia, no pardmetro bioquimico (CK), na fun¢do muscular e no contetdo de utrofina

foram mais evidenciados nos musculos dos animais mdx submetidos a 37 sessoes.

Sendo assim, concluimos que o exercicio aerébio de baixa intensidade pode
ser uma ferramenta terapéutica promissora no tratamento do musculo tibial

anterior de camundongos mdx, quando aplicado por periodos mais prolongados.
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Implicacéo Clinica

Apesar dos nossos resultados e estudos cientificos mostrarem a eficiéncia do
exercicio aerobio de baixa intensidade em animais distroficos, é preciso considerar que a
DMD em criangas apresenta alguns sinais e evolucdo divergentes aos observados nos
animais, como a regeneracdo. Sendo assim, a prescricéo e aplicacao de qualquer protocolo
de exercicio deve ser sempre baseado nas particularidades e individualidade, apds uma
avaliagdo minuciosa do paciente como um todo, ndo visando apenas o acometimento dos
musculos esqueléticos, ja que outros sistemas, como cardiaco, também sdo seriamente

acometidos.



Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 57

8. Referéncias

ABMAYR, S.; CRAWFORD, R. W.; CHAMBERLAIN, J. S. “Characterization of ARC,
Apoptosis Repressor Interacting With CARD, in Normal and Dystrophin-Deficient
Skeletal Muscle.” Human Molecular Genetics. doi: 10.1093/hmg/ddh018.2004.

ALEMDAROGLU, 1.; KARADUMAN, A; YILMAZ, O. T.; TOPALOGLU, H.
“Different Types of Upper Extremity Exercise Training in Duchenne Muscular

Dystrophy: Effects on Functional Performance, Strength, Endurance, and Ambulation”.

Muscle Nerve. 51(5):697-705. doi: 10.1002/mus.24451. 2015.

ALMEIDA, C. F.; FERNANDES, S. A.; RIBEIRO JUNIOR, A. F.; OKAMOTO, O. K;
VAINZOF, M. “Muscle Satellite Cells: Exploring the Basic Biology to Rule Them.”
Stem Cells Int. doi: doi.org/10.1155/2016/1078686. 2016.

AL-REWASHDY, H.; LJUBICIC, V.; LIN, W.; RENAUD, J.M.; JASMN, B. J.
“Utrophin A is Essential in Mediating the Functional Adaptations of MDX Mouse Muscle
Following Chronic AMPK Activation.” Human Molecular Genetics. 24(5):1243-1255.
doi: doi.org/10.1093/hmg/ddu535. 2014.

ANNEXSTAD, E. J.; LUND-PETERSEN, I.; RASMUSSEN, M. “Duchenne Muscular
Dystrophy.” Tidsskrift for den Norske Laegeforening: Tidsskrift for Praktisk Medicin, ny
Raekke. 134(14):1361-4. doi: 10.4045/tidsskr.13.0836. 2014.

BALTGALVIS, K. A.; CALL, J. A,; COCHRANE, G. D.; LAKER, R. C.; YAN, Z,;
DAWN A. LOWE, D. A. “Exercise Training Improves Plantarflexor Muscle Function
in mdx Mice” Medicine and Science in Sports and Exercise. 44(9): 1671-1679.
doi: 10.1249/MSS.0b013e31825703f0. 2012.

BANKS, G. B.; COMBS, A. C.; ODOM, G. L.; BLOCH, R. J.; CHAMBERLAIN, J. S.
“Muscle Structure Influences Utrophin Expression in mdx Mice.” Plos Genetics.

10(6):€1004431. doi: 10.1371/journal.pgen.1004431. 2014.

BAPTISTA, C. A. S. “Rhabdomyolysis After Non-Intense Physical Exercise.” Revista
Brasileira de Medicina do Esporte. 2011.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Alemdaro%C4%9Flu%2C+Ipek
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Karaduman%2C+Ay%C5%9Fe
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yilmaz%2C+%C3%96znur+Tunca
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Topalo%C4%9Flu%2C+Haluk
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Topalo%C4%9Flu%2C+Haluk
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Topalo%C4%9Flu%2C+Haluk
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Topalo%C4%9Flu%2C+Haluk
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25196721
https://doi.org/10.1155/2016/1078686
https://doi.org/10.1093/hmg/ddu535
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Annexstad%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25096430
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lund-Petersen%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25096430
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rasmussen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25096430
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Call%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22460476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cochrane%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22460476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laker%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22460476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22460476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lowe%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22460476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=22460476
https://dx.doi.org/10.1249%2FMSS.0b013e31825703f0

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 58

BASU, U.; LOZYNSKA, O.; MOORWOOD, C.; PATEL, G.; WILTON, S. D.; TEJVIR,
S. K. “Translational Regulation of Utrophin by miRNAs.” Plos One. doi:
10.1371/journal.pone.0029376. 2011.

BERNARDI, P. “Mitochondria in Muscle Cell Death.” Italian Journal of Neurological
Sciences. doi:10.1007/s100720050057.1999.

BOULANGER, P. A.; HAMOUDI, D.; MARCADET, L.; KYOMI, L. F.; OVIDIU, D.
R.; BOSSE, S.; ARGAW, A.; FRENETTE, J. “Utrophin Haploinsufficiency Does Not
Worsen the Functional Performance, Resistance to Eccentric Contractions and Force
Production of Dystrophic Mice”. Plos One. 13(6):e0198408. doi: 10.1371. 2018.

BOZYCKI, L.; LUKASIEWICZ, K.; MATRYBA, P.; PIKULA, S. “Whole-Body
Clearing, Staining and Screening of Calcium Deposits in the MDX Mouse Model of
Duchenne Muscular Dystrophy.” Skeletal Muscle. doi: 10.1186/513395-018-0168-
8.2018.

BULUT, N.; GURBUZ, I.; YILMAZ, O. “Associa¢do da For¢a de Preensdo Manual com
Medidas Funcionais em Criancas Ndo Ambulatoriais Com Distrofia Muscular de
Duchenne.” Arquivos de Neuro-Psiquiatria. doi.org/10.1590/0004-282x20190161.2019.

CACCHIARELLI, D.; LEGNINI, I.; MARTONE, J.; CAZZELLA, V.; D’AMICO, AD.;
BERTINI, E.; BOZZONI, 1. “miRNAs as Serum Biomarkers for Duchenne Muscular
Dystrophy.” Embo Molecular Medicine. doi: 10.1002/emmm.201100133. 2011.

CALL, J. A;; VOELKER, K. A;; WOLFF, A. V.; MCMILLAN, R. P.; EVANS, N. P.;
HULVER, M. W.; TALMADGE. R. J; GRANGE, R. W. "Endurance Capacity in
Maturing mdx Mice is Markedly Enhanced by Combined Voluntary Wheel Running and
Green Tea Extract.” Journal of Applied Physiology. 105 (3): 923-932. 2008.

CAMPBELL, K. S.; MOSS, R. L. "History-Dependent Mechanical Properties of
Permeabilized Rat Soleus Muscle Fibers." Biophysical Journal. 82(2): 929-943. 2002.

CHAKKALAKAL, J. V.; STOCKSLEY, M. A.; HARRISON, M. A.; ANGUS, L. M.;
DESCHENES-FURRY, J.; ST-PIERRE, S.; MEGENEY, L. A.; CHIN, E. R.; MICHEL,
R. N.; JASMIN, B. J. “ Expression of Utrophin A mRNA Correlates With the Oxidative
Capacity of Skeletal Muscle Fiber Types and is Regulated by Calcineurin/NFAT


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boulanger%20Piette%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29879154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamoudi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29879154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marcadet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29879154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kyomi%20Labelle%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29879154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ovidiu%20David%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29879154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Argaw%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29879154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frenette%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29879154
https://dx.doi.org/10.1002%2Femmm.201100133

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 59

Signaling.” Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. 100(13):7791-9. doi: 10.1073/pnas.0932671100. 2003.

CHALKIADAKI, A.; IGARASHI, M.; NASAMU, A. S.; KNEZEVIC, J.; GUARENTE,
L. “Muscle-specific SIRT1 Gain-Of-Function Increases Slow-Twitch Fibers and
Ameliorates Pathophysiology in a Mouse Model of Duchenne Muscular Dystrophy.” Plos
Genetics. doi:10.1371/journal.pgen.1004490.2014.

CHANG, N.C.; FABIEN, P.; CHEVALIER, F. P.; RUDNICKI, M. P. “Satellite Cells in
Muscular Dystrophy - Lost in Polarity”. Trends Molecular Medicine. 22(6): 479-496.
2016.

CORNACHIONE, A.; CACAO-BENEDINI, L. O.; SHIMANO, M. M.; J. B. VOLPON,
J. B.; MARTINEZ, E. Z.; MATTIELLO-SVERZUT, A. C. "Morphological Comparison
of Different Protocols of Skeletal Muscle Remobilization in Rats After Hindlimb
Suspension." Scandinavian Journal of Medicine & Science in Sports. 18(4): 453-461.
2008.

CORNACHIONE, A., CACAO-BENEDINI, L. O.; MARTINEZ, E. Z,; NEDER, L.;
MATTIELLO-SVERZUT, A. C. "Effects of Eccentric and Concentric Training on
Capillarization and Myosin Heavy Chain Contents in Rat Skeletal Muscles After
Hindlimb Suspension.” Acta Histochemica 113(3): 277-282. 2011.

CORNACHIONE, A. S.; RASSIER, D. E. "A Non-Cross-Bridge, Static Tension is
Present in Permeabilized Skeletal Muscle Fibers After Active Force Inhibition or Actin
Extraction."” American Journal of Physiology Cell Physiology. 302(3): C566-574. 2012.

DARRAS, B. T.; URION, D. K.; GHOSH, P. S. “Dystrophinopathies”. Gene Reviews.
PMID: 20301298. 2000.

DE LUCA, A.; NICO, B.; LIANTONIO, A.; DIDONNA, M. P.; FRAYSSE, B,
PIERNO, S.; BURDI, R.; MANGIERI, D.; ROLLAND, J. F.; CAMERINO, C,;
ZALLONE, A.; CONFALONIERI, P.; ANDREETTA, F.; ARNOLDI, E.; COURDIER-
FRUH, I.; MAGYAR, J. P.; FRIGERI, A.; PISONI, M.; SVELTO, M.; CONTE, C. C. “
A Multidisciplinary Evaluation of the Effectiveness of Cyclosporine a in Dystrophic madx
Mice.” The American Journal of Pathology. 166(2):477-89. 2005.



Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 60

DECONINCK, N.; DAN, B. "Pathophysiology of Duchenne Muscular Dystrophy:
Current Hypotheses." Pediatric Neurology. 36(1): 1-7. 2007.

DOMICIANO, M. D. O.; ALESSANDRO; ARAUJO, A. S. D.; MACHADO, A. P. R.:
VITOR, H. “Treinamento Aerobio e Anaerdbio: Uma Revisdo”. Revista Uninga Review,
[S.I],v.3,n. 1, p. 2. 2010.

DUTTA, S.; SENGUPTA, P. “Men and Mice: Relating Their Ages.” Life Sciences.
doi:/10.1016/j.1fs.2015.10.025. 2016.

ELASALY, M. “Molecular Diagnosis of Muscular Dystrophy. Gene therapy strategies.
Health & Medicine. 2016.

FAIST, V.; KONIG, J.; HOGER, H.; ELMADFA, I. “Decreased Mitochondrial Oxygen
Consumption and Antioxidant Enzyme Activities in Skeletal Muscle of Dystrophic Mice
After Low-Intensity Exercise.” Nutrition & Metabolism. 45:58-66. 2001.

FERNANDES, D. C.; CARDOSO-NASCIMENTO, J. J. A,; GARCIA, B. C. C,;
COSTA, K. B.; ROCHA-VIEIRA, E.; OLIVEIRA, M. X.; MACHADO, A. S. D,;
SANTOS, A. P.; GAIAD, T. P. “Low Intensity Training Improves Redox Status and
Reduces Collagen Fibers on Dystrophic Muscle.” Journal of Exercise Rehabilitation.
doi: 10.12965/jer.1938060.030. 2019.

FERREIRA, J. C. B.; BACURAU, A. V.; BUENO, C. R.; CUNHA, T. C.; TANAKA, L.
Y.; JARDIM, M. A.; RAMIRES, P. R.; BRUM, P. C. “Aerobic Exercise Training
Improves Ca2+ Handling and Redox Status of Skeletal Muscle in Mice.” Experimental
Biology and Medicine. doi: 10.1258/ebm.2009.009165.2010.

GAIAD, T. P.; OLIVEIRA, M. X.; LOBO, A. R.; LIBORIO, L. R.; PINTO, P. A. F.;
FERNANDES, D. C,; SANTOS, A. P.; AMBROSIO, C. E.; MACHADO, A. S. D.
"Low-Intensity Training Provokes Adaptive Extracellular Matrix Turnover of A
Muscular Dystrophy Model."” The Journal of Exercise Rehabilitation. 13(6): 693-703.
2017.

GORDON, B. S.; LOWE, D. A.; KOSTEK, M. C. “Exercise Increases Utrophin Protein
Expression in the Mdx Mouse Model of Duchenne Muscular Dystrophy.” Muscle Nerve.
49(6):915-8.d0i:10.1002/mus.24151.2014.


https://dx.doi.org/10.12965%2Fjer.1938060.030

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 61

GOYENVALLE, A.; SETO, J. T.; DAVIES, K. E.; Chamberlain, J. "Therapeutic
Approaches to Muscular Dystrophy.” Human Molecular Genetics. 20(R1):R69-78. doi:
10.1093/hmg/ddr105. 2011.

GROUNDS, M. “Quantification of Histopathology in Haemotoxylin and Eosin Stained
Muscle Sections.” Official reviewer. Treat-NMD Neuromuscular Network, n. May 18th,
2010, p. 1- 13, 2014.

GUIRAUD, S.; EDWARDS, B.; SQUIRE, S. E.; MOIR, L.; BERG, A.; BABBS, A,;
RAMADAN, N.; WOOD, M. J.; DAVIES, K. E. “Embryonic Myosin is a Regeneration
Marker to Monitor Utrophin-Based Therapies for DMD. Human Molecular Genetics. doi:
10.1093/hmg/ddy353. 2019.

HALL, J. E. “GUYTON & HALL: Tratado de Fisiologia Médica.” Elsevier. 122 Edicao.
2011.

HAYES, A.; LYNCH, G. S.; WILLIAMS, D. A. “The Effects of Endurance Exercise on
Dystrophic mdx Mice. Contractile and Histochemical Properties of Intact Muscles.”
Proceedings Biological Sciences. 253(1336):19-25. 1993.

HAYES, A.; WILLIAMS, D. A. "Beneficial Effects of Voluntary Wheel Running on the
Properties of Dystrophic Mouse Muscle.” Journal of Applied Physiology. 80(2): 670-679.
1996.

HAYES, A.; WILLIAMS, D. A. "Contractile Function and Low-intensity Exercise
Effects of Old Dystrophic (mdx) Mice." American Journal of Physiology. 274(4 Pt 1):
C1138-1144. 1998.

HAYWARD, R.; FERRINGTON, D. A.; KOCHANOWSKI, L. A.; MILLER, L. M
JAWORSKY, G. M.; SCHNEIDER, C. M. “Effects of Dietary Protein on Enzyme
Activity Following Exercise-Induced Muscle Injury.” Medicine and Science Sports
Exercise. 31(3):414-20. 1999.

HASHIDA, R.; KAWAGUCHI, T.; BEKKI, M.; OMOTO, M.; MATSUSE, H.; NAGO,
T.; TAKANO, Y.; UENO, T.; KOGA, H.; GEORGE, J.; SHIBA, N.; TORIMURA, T.
“Aerobic vs. Resistance Exercise in Non-Alcoholic Fatty Liver Disease: A Systematic
Review”. Journal of Hepatolgy. 66(1):142-152. doi: 10.1016/j.jhep.2016.08.023. 2017.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168827816304883?via%3Dihub#!

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 62

HERMES, T. D. A.; KIDO, L. A.; MACEDQO, A. B.; MIZOBUTI, D. S.; MORAES, L.
H.R.; SOMAZZ,M. C.; CAGNON, V. H. A.; MINATEL, E. “Sex Influences Diaphragm
Muscle Response in Exercised Mdx Mice. 42(12):1611-1621. doi: 10.1002/cbin.11057.
2018.

HOGREL, J. Y.; DECOSTRE, V.; LEDOUX, I.; ANTONIO, M. D.; NIKS, E. H,;
GROOT, I. D.; STRAUB, V.; MUNTONI, F.; RICOTTI, V.; VOIT, T.; SEFERIAN, A,;
GIDARO, T.; SERVAIS, L. “Normalized Grip Strength is a Sensitive Outcome Measure

Through All Stages of Duchenne Muscular Dystrophy.” Journal of Neurology. doi:
10.1007/s00415-02009800-9. 2020.

INFANTE, J. P.; HUSZAGH, V. A. "Mechanisms of Resistance to Pathogenesis in
Muscular Dystrophies.” Molecular and Cellular Biochemistry. 195(1-2): 155-167. 1999.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. “Histologia Basica”. 13%Ed. Guanabara
Koogan.2017.

KEELING, R. M.; GOLUMBEK, P. T. STREIF, E. M.; CONNOLLY, A. M. “Weekly
Oral Prednisolone Improves Survival and Strenght in Male mdx Mice.” Muscle & Nerve.
doi.org/10.1002/mus.20646. 2007.

KENNEDY, T. L.; MOIR, L.; HEMMING, S.; EDWARDS, B.; SQUIRE, S.; DAVIES,
K.; GUIRAUD, S. “ Utrophin Influences Mitochondrial Pathology and Oxidative Stress
in Dystrophic Muscle.” Skeletal Muscle. doi 10.1186/s13395-017-0139-5. 2017.

KENNEDY, T. L.; GUIRAUD, S.; EDWARDS, B.; SQUIRE, S.; MOIR, L.; BABBS,
A.; ODOM, G.; GOLEBIOWSKI, D.; SCHNEIDER, J.; CHAMBERLAIN, J. S,
DAVIES, K. E. “ Micro-utrophin Improves Cardiac and Skeletal Muscle Function of
Severely Affected D2/mdx Mice.” Molecular Therapy. Methods & Clinical Development.
11:92-105. doi: 10.1016/j.omtm.2018.10.005. 2018.

KLEIN, S. M.; PRANTL, L.; GEIS, S.; FELTHAUS, O.; DOLDERER, J.; ANKER, A.
M.; ZEITLER, K.; ALT, E.; VYKOUKAL, J. “Circulatin Serum CK Level vs. Muscle
Impairment for in Situ Monitoring Burden of Disease in Mdx — Mice.” Clinical
Hemorheology and Microcirculation. 65(4):327-334. doi: 10.3233/CH-16195. 2017.


https://doi.org/10.1002/mus.20646

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 63

KREIS, R.; WINGEIER, K., VERMATHEN, P.; GIGER, E.; JONCOURT, F;
ZWYGART, K.; KAUFMANN, F.; BOESCH, C.; STEINLIN, M. “Brain Metabolite
Composition in Relation to Cognitive Function and Dystrophin Mutations in Boys with
Duchenne Muscular Dystrophy.” NMR in Biomedicine. doi:10.1002/nbm.1583. 2010.

LOWE, D. A.; WILLIAMS, B. O.; THOMAS, D. D.; GRANGE, R. W. “Molecular and
Cellular Contractile Dysfunction of Dystrophic Muscle from Young Mice.” Muscle
Nerve. 34(1): 92-100. 2006.

LANDISCH, R. M.; KOSIR, A. M.; NELSON, S. A.; BALTGALVIS, K. A.; LOWE, D.
A. "Adaptive and Nonadaptive Responses to Voluntary Wheel Running by mdx Mice."
Muscle & Nerve. 38(4): 1290-1303. 2008.

LODISH, H.; BERK, A.; ZIPURSKY, S. L.; MATSUDAIRA, P.; BALTIMORE, D.;
DARNELL, J. “Biologia Celular e Molecular.” Editora Revinter. 42 Edi¢do. 2002.

LUE, Y. J,; CHEN, S. S.; LU, Y. M. “Quality of Life of Patientes With Duchenne
Muscular Dystrophy: From Adolescence to Young Men.” Disability and Rehabilitation.
doi.org/10.1080/09638288.2016.1196398. 2017.

MANNING, J.; O'MALLEY, D. “What Has The mdx Mouse Model of Duchenne
Muscular Dystrophy Contributed to our Understanding of this Disease?” Journal of
Muscle Research and Cell Motility. 36(2):155-67. doi: 10.1007/s10974-015-9406-4.
2015.

MARKERT, C. D.; CASE L. E.;. CARTER, G. T.; FURLONG, P. A.; GRANGE, R. W.
“Exercise and Duchenne Muscular Dystrophy: Where We Have Been and Where We
Need to Go”. Muscle Nerve. 45(5):746-51. doi: 10.1002/mus.23244. 2012.

MATHUR, S.; LOTT, D. J.; SENESAC, C.; GERMAIN, S. A,; VOHRA, R. S;
SWEENEY, H. L.; WALTER, G. A.; VANDENBORNE, K. "Age-Related Differences
in Lower-Limb Muscle Cross-Sectional Area and Torque Production in Boys With
Duchenne Muscular Dystrophy.” Archives of Physical Medicine and Rehabilitation.
91(7): 1051-1058. 2010.

MAVROGENI, S.; GIANNAKOPOULOU, A.; PAPAVASILIOU, A.; MARKOUSIS-
MAVROGENIS, G.; PONS, R.; KARANASIOS, E.; NOUTSIAS, M.; KOLOVOU, G,


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Case%2C+Laura+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Carter%2C+Gregory+T
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Furlong%2C+Patricia+A

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em muasculo distréfico - 64

PAPADOPOULOS, G. “Cardiac Profile of Asymptomatic Children with Becker and
Duchenne Muscular Dystrophy Under Treatment with Steroids and With/without
Perindopril.” BMC Cardiovascular Disorders. doi: 10.1186/s12872-017-0627-x. 2017.

MCDONALD, C. M. “Clinical Approach to the Diagnostic Evaluation of Hereditary and
Acquired Neuromuscular Diseases.” Physical Medicine and Rehabilitation Clinics of

North America. doi: 10.1016/j.pmr.2012.06.011. 2012.

MCGREEVY, J. W. HAKIM, C. H.; MCINTOSH, M. A. DUAN, D. “Animal Models of
Duchenne Muscular Dystrophy: From Basic Mechanisms to Gene Therapy.” Disease
Models & Mechanisms. doi:10.1242/dmm.018424. 2015.

MINOZZO, F. C.; RASSIER, D. E. "Effects of Blebbistatin and Ca2+ Concentration on
Force Produced During Stretch of Skeletal Muscle Fibers." American Journal of
Physiology Cell Physiology. 299(5): C1127-1135. 2010.

MIZUNO, H.; NAKAMURA, A.; AOKI, Y.; ITO, N.; KISHI, S.; YAMAMOTO, K
SEKIGUCHI, M.; TAKEDA, S.; HASHIDO, K. “Identification of Muscle-Specific
microRNAs in Serum of Muscular Dystrophy Animal Models: Promissing Novel Blood-
Based Markers for Muscular Dystrophy.” Plos One. doi: 10.1371/journal.pone.0018388.
2011.

MOREIRA-MARCONI, E.;SA-CAPUTO, D. C.;DIONELLO, C. F.; GUEDES-
AGUIAR, E. O.; SOUSA-GONCALVES, C. R.;MOREL, D. S.; PAINEIRAS-
DOMINGOS, L. L.; SOUZA, P.L.; KUTTER, C.R.; COSTA-CAVALCANTIL, R. G,;
COSTA, G.;PAIVA, P. C.:FIGUEIREDO, C.: BRANDAO-SOBRINHO-NETO,
S.; STARK, C.;UNGER, M.; BERNARDO-FILHO, M. “Whole-Body Vibration
Exercise is Well Tolerated in Patients With Duchenne Muscular Dystrophy: A Systematic
Review.” African Journal of traditional, complementary, and alternative medicines:

AJTCAM. 14(4 Suppl):2-10. doi: 10.21010/ajtcam.v14i4S.1. 2017.

NAVARRO, F.; BACURALU, R. F. P. “Fisiologia do Exercicio: Teoria e Aplicagcdo ao

Condicionamento e ao Desempenho.” Editora Manole Ltda. 12 Edi¢&o. 2000.

NG, S. Y.; MANTA, A.; LIUBICIC, V. “Exercise Biology of Neuromuscular Disorders.
Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism. doi: 10.1139/apnm-2018-0229. 2018.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreira-Marconi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1-Caputo%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dionello%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guedes-Aguiar%20EO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guedes-Aguiar%20EO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sousa-Gon%C3%A7alves%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morel%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paineiras-Domingos%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paineiras-Domingos%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Souza%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%C3%BCtter%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa-Cavalcanti%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paiva%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Figueiredo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brand%C3%A3o-Sobrinho-Neto%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brand%C3%A3o-Sobrinho-Neto%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stark%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Unger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernardo-Filho%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28740938

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 65

OHLENDIECK, K.; ERVASTI, J. M.; MATSUMURA, K.; KAHL, S. D.; LEVEILLE,
C. J.; CAMPBELL, K. P. "Dystrophin-related Protein is Localized to Neuromuscular
Junctions of Adult Skeletal Muscle." Neuron. 7(3): 499-508. 1991.

PEARCE, M.; BLAKE, D. J.; TINSLEY, JM.; BYTH, B. C.; CAMPBELL, L,
MONACO, A. P; DAVIES, K. E. “ The Utrophin and Dystrophin Genes Share

Similarities in Genomic Structure.” Human Molecular Genetics. 2(11):1765-72. 1993.

PEDRAZZANI, P. S.“Efeitos do Exercicio Excéntrico na Reabilitacdo do Musculo
Esquelético de Camundongos Mdx Apo6s 3 E 21 Dias De Treinamento. Avaliagdes

Morfologica, Funcional E Molecular”. 2019.

PIETTE, A. B.; HAMOUDI, D.; MARCADET, L.; LABELLE, F. K.; DAVID, R. O,
BOSSE, S.; ARGAW, A.; FRENETTE, J. “Utrophin Haploinsufficiency Does Not
Worsen the Functional Performance, Resistance to Eccentric Contractions and Force
Production of Dystrophic Mice.” Plos One. doi.org/10.1371/journal.pone.0198408. 2018.

PIZZATO, T. M.; BAPTISTA, C. R. J. A.; SOUZA, M. A.; BENEDICTO, M. M. B;;
MARTINEZ, E. Z.; MATTIELLO-SVERZUT, A. C. “Longitudinal Assessment of Grip
Strength Using Bulb Dynamometer in Duchenne Muscular Dystrophy.” Brazilian Journal
of Physical Therapy. doi.org/10.1590/bjpt-rbf.2014.0031.2014.

PONS, F.; AUGIER, N.; LEGER, J. O.; ROBERT, A.; TOME, F. M.; FARDEAU, M,;
VOIT, T.; NICHOLSON, L. V.; MORNET, D.; LEGER, J. J. "A Homologue of
Dystrophin is Expressed at the Neuromuscular Junctions of Normal Individuals and DMD
Patients, and of Normal and mdx Mice. Immunological Evidence." FEBS Letters. 282(1):
161-165. 1991.

PUTTEN, M. V.; HULSKER, M.;: NADARAJAH, V. D.; HEININGEN, S. H. V.;
HUIZEN, E. V.; ITERSON, M. V.; ADMIRAAL, P.; MESSEMAKER, T.; DUNNEN,
J. T. D.; HOEN, P. A. C.; AARTSMA-RUS, A. “ The Effects of Low Levels of

Dystrophin on Mouse Muscle Function and Pathology.” Plos One.
doi:10.1371/journal.pone.0031937.2012.

RAJAGANAPATHY, S.; MCCOURT, J. L.; GHOSAL, S.; LINDSAY, A.; MCCOURT,
P.; LOWE, D. A,; ERVASTI, J. M.; SALAPAKA, M. V. “Distinct Mechanical Properties


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0198408

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 66

in  Homologous Spectrin-like Repeats of Utrohpin.” Scientific Reports. doi:
10.1038/s41598-019-41569-4. 2019.

RANTANEN, J.; HURME, T.; LUKKA, R.; HEINO, J.; KALIMO, H. “Satellite Cell
Proliferation and the Expression of Myogenin and Desmin in Regenerating Skeletal
Muscle: Evidence for Two Different Populations of Satellite Cells.” Lab Invest. 341-7.
1995.

RENAULT, V.; PIRON-HAMELIN, G.; FORESTIER, C.; DIDONNA, S.; DECARY,
S.; HENTATI, F. “Skeletal Muscle Regeneration and the Mitotic Clock.” Exp.
Gerontol.711-9. 2000.

RODINO-KLAPAC, L. R.; MENDELL, J. R.; SAHENK, Z. "Update on the Treatment
of Duchenne Muscular Dystrophy.” Current Neurology and Neuroscience Reports.
13(3): 332. 2013.

ROONEY, J. E.;; WELSER, J. V.; DECHERT, M. A;; FLINTOFF-DYE, N. L,
KAUFMAN, S. J.; BURKIN, D. J. "Severe Muscular Dystrophy in Mice that Lack
Dystrophin and Alpha7 Integrin." Journal of Cell Science. 119(Pt 11): 2185-2195. 2006.

RUIL Y.; PAN, F. “ Composition of Muscle Fiber Types in Rat Rotator Cuff Muscles.”
Muscle Biology. doi.org/10.1002/ar.23384. 2016.

SILVA, A. A. D. O.; LEAL-JUNIOR, E. C. P.; D'AVILA, K. D. A. L.; SERRA, A. J;
ALBERTINI, R.; FRANCA, C. M.; NISHIDA, J. A.; CARVALHO, P. D. T. C. D. “Pre-
Exercise Low-Level Laser Therapy Improves Performance and Levels of Oxidative
Stress Markers in Mdx Mice Subjected to Muscle Fatigue by High-Intensity Exercise.”
Lasers Medicine Science. 30:1719-1727. doi: 10.1007/s10103-015-1777-7. 2015.

SILVERTHORN, D. U. “Fisiologia Humana: Uma abordagem Integrada. Artmed. 5%
Edicéo. 2010.

SILVERTHORN, D. U. “Fisiologia Humana: Uma Abordagem Integrada.” Artmed. 72
Edicdo. 2017.

SPAULDING, H.; SELSBY, J. “Is Exercise the Right Medicine for Dystrophic Muscle?”
Medicine & Science in Sports & Exercise. Doi: 10.1240/MSS.1639. 2018.


https://dx.doi.org/10.1038%2Fs41598-019-41569-4
https://doi.org/10.1002/ar.23384

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 67

SQUIRE, S.; RAYMACKERS, J. M.; VANDEBROUCK, C.; POTTER, A.; TINSLEY,
J.; FISHER, R.; GILLIS, J. M.; DAVIES, K. E. "Prevention of Pathology in mdx Mice
by Expression of Utrophin: Analysis Using an Inducible Transgenic Expression System."
Human Molecular Genetics. 11(26): 3333-3344. 2002.

STREHLE, E. M.; STRAUB, V. “Recent Advances in the Management of Duchenne
Muscular Dystrophy. Archives of Disease in Childhood.doi:10.1136/archdischild-2014-
307962. 2014.

TAKEKURA, H.; FUJINAMI, N.; NISHIZAWA, T.; OGASAWARA, H.; KASUGA, N.
“Eccentric Exercise-Induced Morphological Changes in the Membrane Systems Involved
in Excitation-Contraction Coupling in Rat Skeletal Muscle.” The Journal of Physiology.
533(Pt 2):571-83. 2001.

TIMMONS, J. A.; LARSSON, O.; JANSSON, E.; FISCHER, H.; GUSTAFSSON,
T.;, GREENHAFF, P. L.; RIDDEN, J.; RACHMAN, J.; PEYRARD-JANVID,
M.; WAHLESTEDT, C.; SUNDBERG, C J. “Human Muscle Gene Expression
Responses to Endurance Training Provide a Novel Perspective on Duchenne Muscular
Dystrophy. The Faseb Journal. 2005.

TJONDROKOESOEMO, A.;SCHIPS, T. G.; SARGENT, M. A.; VANHOUTTE,
D.; KANISICAK, O.; PRASAD, V.; LIN, S.C.; MAILLET, M.; MOLKENTIN, J. D.
“Cathepsin S Contributes to the Pathogenesis of Muscular Dystrophy in Mice.” The
Journal of Biology Chemistry. 291(19):9920-8. doi: 10.1074/jbc.M116.719054. 2016.

WEBSTER, C.; SILBERSTEIN, L.; HAYS, A. P.; BLAU, H. M. “Fast Muscle Fibers are
Preferentially Affected in Duchenne Muscular Dystrophy.” Cell. doi:10.1016/0092-
8674(88)90463-1. 1988.

WEIR, A. P.; BURTON, E. A.; HARROD, G. “A and B-Utrophin Have Different
Expression Patterns and are Differentially Up-Regulated in mdx Muscle.” Journal of
Biological Chemistry. doi 10.1074/jbc.M205177200. 2002.

WINDER, S. J. “The Membrane-Cytoskeleton Interface: the Role of Dystrophin and
Utrophin.” Journal of muscle research and cell motility. 18(6):617-29. doi:10.1023/A:
1018627705273. 1997.


https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.04-1980com?rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&journalCode=fasebj
https://www.fasebj.org/doi/full/10.1096/fj.04-1980com
https://www.fasebj.org/doi/full/10.1096/fj.04-1980com
https://www.fasebj.org/doi/full/10.1096/fj.04-1980com
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tjondrokoesoemo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schips%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sargent%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanhoutte%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanhoutte%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanisicak%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prasad%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maillet%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molkentin%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26966179
https://doi.org/10.1016/0092-8674(88)90463-1
https://doi.org/10.1016/0092-8674(88)90463-1

Exercicio aerdbio e o contetdo da proteina utrofina em musculo distréfico - 68

WINEINGER, M. A.;; ABRESCH, R. T.; WALSH, S. A,; CARTER, G. T. "Effects of
Aging and Voluntary Exercise on the Function of Dystrophic Muscle From mdx Mice."
American Journal of Physical Medicine & Rehabilitation. 77(1): 20-27. 1998.

WHITEHEAD, N. P.; YEUNG, E. W.; ALLEN, D. G. “Muscle Damage in MDX
(Dystrophic) Mice: Role of Calcium and Reactive Oxygen Species.” Clinical and
Experimental Pharmacology & Physiology. doi:10.1111/j.1440-1681.2006.04394.x.
2006.

ZELIKOVICH, A. S.; QUATTROCELLI, M.; SALAMONE, I. M.; KUNTZ, N. L;
MCNALLY, E. M. “Moderate Exercise Improves Function and Increases Adiponectin in
the mdx Mouse Model of Muscular Dystrophy.” 9(1):5770. doi: 10.1038/s41598-019-
42203-z. 2019.



Exercicio aerdbio e o contetido da proteina utrofina em musculo distréfico - 69

ANEXOS

Anexo | — Aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais

Pro Reitoria comissao de Etica no Uso de Animais o2
. Universidade Federal de Séo Carlos
S Pesquisa u'FR'I L

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos do treinamento aerébio no contelido da proteina utrofina e nas propriedades
contréteis do musculo tibial anterior de camundongos mdx: modelo experimental da Distrofia Muscular de Duchenne", protocolada
sob o CEUA n? 4740230518, sob a responsabilidade de Anabelle Silva Cornachione e equipe; Tatiana Oliveira Passos de Aradjo -
que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagcdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sio Carlos
(CEUA/UFSCAR) na reunido de 27/06/2018.

We certify that the proposal "Effects of aerobic training in the content of the utrophin protein and contractile properties of the
anterior tibial muscle of mdx mice: experimental model of Duchenne Muscular Dystrophy", utilizing 48 Transgenics mice (48
males), protocol number CEUA 4740230518, under the responsibility of Anabelle Silva Cornachione and team; Tatiana Oliveira
Passos de Araljo - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos
(CEUA/UFSCAR) in the meeting of 06/27/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 07/2018 a 07/2020 Area: Centro de Ciéncias Bioldgicas E da Salde
Origem: Biotério Externo

Espécie: Camundongos transgénicos sexo: Machos idade: 4 a6 semanas N: 48
Linhagem: C57BI10 Peso: 15a20g

Resumo: A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a mais comum e mais severa distrofia muscular que acomete em torno de
3.500 meninos nascidos vivos. Causada pela mutagao da regido Xp21 no cromossomo X, esta doenca é caracterizada pela auséncia
da proteina distrofina que determina perda progressiva das fibras musculares (degeneragao) e consequentemente, fraqueza
muscular. A utrofina é uma proteina expressa no sarcolema, durante a fase de desenvolvimento, que é substituida, por sua
homologa distrofina e, mantém-se na jungéo neuromuscular do mdsculo esquelético durante a vida adulta. Estudos tem mostrado
que a terapia com genes da utrofina pode ser um tratamento promissor para pacientes portadores de DMD pois, esta atua
similarmente a distrofina na reparagdo do musculo lesado, minimizando lesdes e retardando a evolugdo da doenga. Alguns
pesquisadores observaram um aumento na expressao da utrofina no misculo esquelético de camundongos mdx. Esses autores
também acreditam que este aumento pode minimizar a degeneracédo muscular, como resposta protetora do tecido muscular.
Outros estudos mostraram, que o aumento da utrofina pode ser exacerbado quando o musculo esquelético de camundongos mdx é
submetido a treinamento aerébio. Serdo utilizados 48 camundongos machos (n= 24 Wild Type: C57BL-10) e mdx (n=24
Background:C57BL-10) divididos em grupos controles e experimentais como descrito a seguir no delineamento experimental.

Local do experimento: Sala Experimental Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio no Depto de Ciéncias Fisioldgicas

Séo Carlos, 27 de junho de 2018
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Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de S&o Carlos Universidade Federal de S&o Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 S&o Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028 / fax: 55 (16) 3351-8025
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUA N 4740230518
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Anexo Il — Inscricdo no XXII1 Congresso Brasileiro de Fisioterapia — RJ e Submissao
de Trabalho.

?
XXIII(COBRAF

0 - 78 06 AL A 02 M) 5 2008

RECIBO
#R$ 538,00 #

Recebemos de TATIANA OLIVEIRA PASSOS DE ARAUJO, CPF: 324.258.348-50, a importancia de
R$ 538,00 (quinhentos e trinta e oito reais), referente a(s) atividade(s) abaixo:

INSCRICAO NO XXIIl CONGRESSO BRASILEIRO DE FISIOTERAPIA
TAXA DE SUBMISSAO DE TRABALHOS CIENTIFICOS

Forma de pagamento: CIELO
Recife, 05 de dezembro de 2019

Denise Flavio de Carvalho Botelho Lima - Presidente da AFB
AFB - Associacdo de Fisioterapeutas do Brasil
CNPJ: 07.818.190/0001-06



