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RESUMO

Introducdo: A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma das distrofias
musculares progressivas recessivas ligadas ao X, caracterizada pela degeneracao
progressiva do musculo esquelético e envolvimento multissistémico, incluindo o
sistema nervoso central (SNC). Estes processos tém um alto custo metabdlico e
estdo associados a um processo oxidativo e inflamatério, bem como a disfuncao de
aprendizagem e memoria. A dieta cetogénica (DCet) €& um tratamento
potencialmente eficaz para a epilepsia clinicamente refrataria e outros distarbios
neurodegenerativos, apesar dos mecanismos pelos quais a DCet alcance a
neuroprotecao e/ou o controle da epilepsia ainda ndo sejam conhecidos. Objetivo:
investigar os efeitos da DCet sobre paradmetros bioquimicos e clinicos em um
modelo de camundongos com DMD. Métodos: camundongos adultos jovens (50
dias de idade) foram alimentados com DCet por 14 dias; grupos controles receberam
uma dieta padrdo pelo mesmo periodo. No 14° dia de exposicdo as dietas, cada
camundongo foi submetido a testes de avaliagdo de memdria e comportamento.
Apds os testes comportamentais, os animais foram sacrificados para avaliacdo
bioquimica do estresse oxidativo e dos niveis dos biomarcadores inflamatorios. Peso
corporal, consumo de racdo e niveis de BDNF também foram avaliados.
Resultados: Camundongos mdx+DCet ganharam menos massa (0,29+2,49) e
apresentaram retencao de memoria (p<0.05) em relacdo ao grupo controle. Houve
reducéo do dano oxidativo no tecido muscular e SNC, e diminui¢do significativa nos
niveis de citocinas (p<0,05). Este protocolo aumentou o nivel de BDNF do
hipocampo e da atividade do complexo respiratério mitocondrial tanto no tecido
muscular quanto no SNC, embora tenha diminuido apenas a atividade da creatina
quinase no estriado. Concluséao: Pode-se inferir que o uso de DCet por 14 dias
pode exercer efeitos protetores, melhorando a aprendizagem espacial e a funcao da
memoéria, provavelmente através da atenuacdo do estresse oxidativo, resposta

imune e aumento do nivel de BDNF observado nesses animais.

Descritores: mdx. Dieta cetogénica. Suporte nutricional.



ABSTRACT

Introduction: Duchenne muscular dystrophy (DMD) is one of the X-linked recessive
progressive muscular dystrophies, characterized by progressive degeneration of
skeletal muscle and multisystemic involvement, including the central nervous system
(CNS). These processes have a high metabolic cost and are associated with an
oxidative and inflammatory process, as well as learning and memory dysfunction.
The ketogenic diet (DCet) is a potentially effective treatment for clinically refractory
epilepsy and other neurodegenerative disorders, although the mechanisms by which
DCet achieves neuroprotection and / or epilepsy control are not yet known.
Objective: to investigate the effects of DCet on biochemical and clinical parameters
in a mouse model with DMD. Methods: Young adult mice (50 days old) were fed
DCet for 14 days; control groups received a standard diet for the same period. On
the 14th day of exposure to diets, each mouse was submitted to memory and
behavior evaluation tests. After the behavioral tests, the animals were sacrificed for
biochemical evaluation of oxidative stress and levels of inflammatory biomarkers.
Body weight, feed intake and BDNF levels were also evaluated. Results: mdx+DCet
mice had less mass (0.2g + 2.49) and presented memory retention (p <0.05) in
relation to the control group. There was reduction of oxidative damage in muscle
tissue and CNS, and significant decrease in cytokine levels (p <0.05). This protocol
increased the level of hippocampal BDNF and mitochondrial respiratory complex
activity in both muscle tissue and CNS, although it only decreased creatine kinase
activity in the striatum. Conclusion: it can be inferred that the use of KD for 14 days
protocol can exert protective effects improving spatial learning and memory function
likely via attenuation of oxidative stress, immune response and increased BDNF level

seen in these animals.

Keywords: mdx. Ketogenic diet. Nutritional Support.
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1. INTRODUCAO

As distrofias musculares progressivas (DMP) sdo miopatias primarias
geneticamente determinadas que sob a denominacdo genérica de doencas
neuromusculares, agrupam-se em diferentes afec¢gdes decorrentes do acometimento
primario da unidade motora®.

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma das DMP ligadas ao
cromossomo X, tem carater recessivo e se expressa sintomaticamente em membros
masculinos da familia. Ocorre em 1 a cada 3.600 nascimentos vivos do sexo
masculino, sendo a doenca genética fatal mais comum em criancas®. Caracteriza-se
por uma fragueza muscular progressiva e debilitante que resulta da auséncia da
proteina distrofina. Esta inexisténcia promove o aumento da fragilidade da
membrana da fibra muscular durante a contracao, resultando em ciclos repetidos de
necrose e regeneracdo e a eventual substituicido do tecido lesado por tecido
conjuntivo fibroso e adiposo®.

Os primeiros sintomas normalmente comecgam na infancia, entre 3 e 5 anos,
quando se iniciam as alteracdes funcionais devido a fraqueza muscular, tais como
dificuldade de deambular, pular e correr, além de quedas frequentes®. Durante a
progressdo da doenca, surge insuficiéncia respiratoria ocasionada pelo
comprometimento muscular, ocasionando infecces respiratorias de repeticdo, que
na maioria dos casos, levam ao 6bito°. Além da hipoventilacdo, a perda 6ssea,
desnutricdo e obesidade estdo entre as complicacdes clinicas e/ou doencas
associadas mais frequentes®.

Além do sistema musculo-esquelético, a DMD também se manifesta no
sistema nervoso central (SNC), resultando em perturbacdes significativas da funcéo
neuronal®. A auséncia de distrofina pode afetar a plasticidade sinaptica, migracao,
diferenciacdo, excitabilidade neuronal e conduzir & morte do neurdnio’.Tais
anormalidades cerebrais podem ajudar a explicar o comprometimento cognitivo
apresentado por pacientes com DMD, que somam 30% dos individuos
diagnosticados, prevaléncia maior do que a populacdo em geral, que possui taxa de
aproximadamente 1%°%°.

Neste contexto, dentro do processo fisiopatolégico da DMD, sabe-se que o

estresse oxidativo (EO) e a inflamacgéo crbnica estdo envolvidos no transcurso da
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degeneracdo musculo-esquelético, na disfungdo neuronal e no comprometimento
neurocognitivo'®™. O EO est4 associado a alteracdes no metabolismo energético
mitocondrial em camundongos mdx (x-linked muscular dystrophy mouse) tanto em
muUsculo-esquelético quanto em tecido encefalico'?, bem como o processo
inflamatério esta associado a exacerbacdo da lesdo muscular na DMD*3. Estudos
mostram que tanto as reac¢fes inflamatérias quanto o EO participam de processos
degenerativos envolvidos com disfuncdo cognitiva em doencas como Alzheimer,
Parkinson, esclerose multipla epilepsia. Todos culminando em algum grau de
disfuncéo cognitiva®®™*,

Embora um progresso significativo tenha sido alcangado no avanco cientifico
sobre a DMD, ainda ndo h& cura. A corticoterapia € o tratamento medicamentoso
padrao utilizado atualmente, sendo estes os Unicos agentes farmacol6gicos com
beneficios documentados, mesmo associados a varios efeitos adversos, incluindo
nutricionais. Neste caso, terapias ndo medicamentosas que visam minimizar a
progressdo da doenca, tomam significativa importancia™>*°.

Desde 1921, a dieta cetogénica — composta por baixo teor de carboidratos,
10% de proteinas e teor elevado de gorduras — tem sido utilizada com éxito para o

tratamento de epilepsia infantil refrataria por alcancar os efeitos antiepilépticos”*®

e
neuroprotetores'®?°?1 Além disso, este tipo de dieta foi capaz de aumentar o estado
antioxidante mitocondrial de camundongos pela regulacdo da biossintese de
glutationa reduzida (GSH)?*; retardou a progressdo da miopatia mitocondrial em
modelos animais®; inibiu o dano oxidativo e apresentaram melhora na bioenergética
mitocondrial em tecido encefalico de modelos animais e protegeu de sequelas

neurodegenerativas®*,

Além disso, pesquisadores mostraram que houve
modulacdo do processo inflamatério em ratos submetidos a injecdes de
lipopolissacarideos (LPS- E. coli) com reducdo da expresséo de interleucina 1 beta
(IL-1B) no tecido encefalico®™. Em pacientes, o uso desta terapéutica apresentou
efeitos benéficos em criancas com diagnéstico de autismo®.

No contexto das dietas hiperlipidicas, Radley-Crabb e colaboradores (2011;
2015)?"*® apresentaram dados que indicam que a dieta rica em gordura pode
satisfazer melhor as necessidades energéticas de camundongos mdx, reduzindo os
danos e melhorando a fungdo muscular, com beneficios demonstrados pelo
aumento significativo da capacidade de execucdo de exercicios voluntarios e

reducao significativa da necrose miofibrilar.
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Dessa forma, para uma patologia sistémica como a DMD, nao se espera que
a nutricdo seja a Unica abordagem de tratamento, mas recomendac¢des dietéticas
mais precisas poderiam auxiliar no manejo da doenca e retardar a progressao dos
danos junto com outras terapias. Com uma severa deficiéncia de distrofina,
mudancas sutis na dieta podem n&o superar qualquer porcao significativa do insulto
celular, mas é possivel que mudancas consideraveis na composicdo dietética
possam alterar a gravidade da doenca. Assim, 0 objetivo deste estudo é verificar o

impacto da dieta cetogénica no processo fisiopatologico da DMD.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Distrofia muscular de Duchenne

Em 1868, a DMD foi descrita pela primeira vez pelo neurologista francés
Guillaume Duchenne (1806-1875) como sendo a perda progressiva dos movimentos,
afetando inicialmente os membros inferiores e posteriormente os superiores, com
pseudo hipertrofia progressiva dos musculos afetados e aumento significativo do
tecido conjuntivo e adiposo. Em 1987, o gene envolvido foi mapeado, localizando-se
no braco curto do cromossomo X (Xp21), responsavel pela codificacdo da distrofina,
uma proteina envolvida na estabilidade da membrana celular®®*.

A DMD ¢é considerada, portanto, uma doenca genética recessiva,
caracterizando-se como uma distrofinopatia ligada ao sexo, na qual diferentes tipos
de mutacdes (delecdes, 65%; duplicacdes, 6-10%; mutacdes de ponto ou micro-
rearranjos, 10%) no gene Xp21 sdo evidenciaveis em dois tercos dos casos™*>3.

O gene da distrofina é o segundo maior gene humano, abrangendo cerca de
2,5 milhdes de pares de bases (1% do cromossomo X e 0,1% do genoma humano) e
codifica sete isoformas de proteinas diferentes — localizadas no musculo, cortex,
cerebelo, retina e células e gliais)®*. E composto por, pelo menos, 79 éxons que
codificam um &cido ribonucleico mensageiro (RNAm) de 14 Kb e uma sequéncia de
aminoacidos que sugere uma estrutura em forma de bastonete e um peso molecular
de 427 kDa****,

A expressao do transcrito da distrofina de comprimento completo € controlada

por trés promotores regulados independentemente, dos quais o0 nome reflete o
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principal local de expresséao: cérebro (C), musculo (M) e Purkinje (P). Os promotores
C expressam unidades em neurdnios corticais e no hipocampo, enquanto que, 0s
promotores P se expressam na camada de células de Purkinje cerebelar e, também,
em células do musculo esquelético. O promotor M resulta em altos niveis de
expressdo nos musculos esqueléticos e cardiomidcitos e, em niveis mais baixos, em
células gliais®*. Além da distrofina de comprimento total encontrada nos neurénios
centrais e musculares, as isoformas truncadas também estéo localizadas no sistema
nervoso periférico (SNP) e central, incluindo Dp71, Dp116, Dp140 e Dp2603%%3°.

Em 65% dos casos a doencga esta associada a mutagdes do tipo delecdo, na
qual levam a uma perda da expressdo da proteina distrofina por adicdo de cédons
de término, que param prematuramente a transcricdio do RNA mutante e que
interrompem, assim, a sintese da distrofina em todo seu comprimento, resultando
numa perda grave de massa muscular*>3*3¢

Nas fibras musculares, a distrofina € expressa na superficie interna da
membrana plasmatica, associada a um complexo de proteinas e glicoproteinas
transmembrana (complexo distrofina-glicoproteinas — CDG), possui dominios
semelhantes a a-actinina e a p-espectrina — presentes no citoesqueleto — e é
composta por quatro regies separadas com base em sequéncia homodlogas e na
capacidade de ligacdo de proteinas: dominio de ligacdo do radical amino(NH,-
terminal) de actina; dominio de haste central; dominio rico em cisteina; e, dominio

by

terminal carboxila (COOH) ligado a matriz extracelular pelas proteinas
transmembranas>*%.

No musculo saudavel, o CDG é essencial a integridade e estabilidade da
membrana muscular, ligando a actina do citoesqueleto a matriz celular e
promovendo a estabilidade do sarcolema. A distrofina encontra-se presente de
forma mais concentrada na juncdo musculo-tendinea, fornecendo reforco mecanico
para a superficie da membrana durante o processo de contracdo muscular. Sua
auséncia, no entanto, acarreta alteragbes no sarcolema que sofre pequenos
rompimentos provocando maior permeabilidade ao influxo de fons célcio (Ca®"),
ocasionando necrose segmentar da fibra e perda da propriedade contratil. A
regeneracao das fibras se torna menos frequente com a progressao da doenca e
sdo eventualmente substituidas por tecido adiposo e conjuntivo, colaborando para

um musculo pseudo-hipertréfico® 3. A andlise histolégica do musculo fetal distréfico
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mostra alteracfes ndo especificas, incluindo a variacdo no tamanho das fibras, focos
de necrose e regeneracéo e hialinizagédo**"

A distrofina é predominantemente expressa no musculo esquelético e
cardiaco, porém, no SNC, é abundante em regides de densidades pos-sinapticas de
neurbnios piramidais da rede subsinaptica especializada do citoesqueleto
(principalmente, no cértex hipocampal e amigdala; com menor intensidade em
talamo, hipotalamo e neocortex; de modo fraco, em cerebelo e estriado), que séo
areas criticas para a transmissao sinéptica e plasticidade neuronal®®

Além das lesBes musculares esqueléticas, a DMD associa-se a um declinio
cognitivo, independente da deficiéncia muscular ou ambiente clinico. Os déficits de
quociente de inteligéncia (Ql) em pacientes afetam tanto as habilidades de
linguagem receptiva e expressiva, como alteragbes na compreensdo auditiva,
conhecimento fonolégico e de linguagem, bem como atraso de aquisicdo de
leitura®®.

Salam e colaboradores® sugeriram que o declinio da funcéo cognitiva em
pacientes com DMD esteja associado a niveis aumentados do peptideo B-amiloide
(AB). Os mesmos autores relataram a associagédo de altos niveis plasmaticos desse
peptideo em casos de sindrome de down com maior risco de ocorréncia da doenca
de Alzheimer, neuropatologias e deméncias. Embora estudos mostrem um declinio
cognitivo associado a DMD, estas disfun¢des ainda precisam ser melhor elucidadas
e apresentam-se variaveis em grau de intensidade, provavelmente devido as
diferentes expressdes genéticas da proteina distrofina®. Mutacdes distais que afetam
as isoformas mais curtas da distrofina tém sido associadas a um fenétipo cognitivo
mais grave®, especificamente as mutacdes que afetam Dpl40 e Dp71,
considerando que mutacdes no gene da regido promotora inicial (promotores C) séo
compativeis com o funcionamento intelectual tipico®>.

Assim, a historia natural da doenca néo tratada mostra uma evolucao clinica
previsivel, embora um tanto variAvel em gravidade. De toda forma,
a DMD € uma doenca incapacitante e a expectativa de vida ndo passa da terceira
década, com aproximadamente 80% dos casos de Obitos relacionados as
complicagbes respiratorias, enquanto 20% s&o decorrentes de cardiomiopatias
dilatadas*".

O diagnéstico clinico das distrofinopatia é sugerido pelo histérico genético,

pela dosagem sérica de enzimas especificas de células musculares que, em altos
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niveis, sinalizam lesbes musculares com extravasamento de seu conteddo
citoplasmatico (creatina quinase (CK) — comumente acima de 10.000 UI/L; creatinina
fosfoquinase sérica — 10 a 50 vezes acima do normal, entre outras) e, se hecessario,
por bidépsia muscular (imunohistoquimica ou por western blot) em um terco dos
pacientes, nos quais ndo se consegue identificar a mutacdo. Para diagndstico pré-
natal, a anélise molecular é a mais segura®**%’. Os sinais mais frequentes sdo
atraso motor ou uma marcha anormal (42%), dificuldade para correr ou levantar-se
do chao (20%) e frequéncia de quedas ou caminhadas nas pontas dos pés (30%)
nos meninos afetados®. A medida que a doenca evolui a fraqueza dos musculos
gliteo médio e minimo resultam em inclinacdo da pelve quando a crianca se
mantém em bipedestacdo, assumido um aspecto tipico devido ao excesso de
movimento em cintura pélvica, a denominada marcha miopatica ou anserina. Sinais
menos frequentes incluem atraso no desenvolvimento global (5%) e
desenvolvimento da fala (3%)*?. Ocorrem, principalmente, entre trés a cinco anos de
idade, progredindo de modo relativamente rapido, de tal forma que por volta dos 12
anos estdo dependentes de cadeiras de rodas. A idade média de diagndstico de
meninos com DMD sem uma historia familiar € de aproximadamente quatro anos e
dez meses®’.

Sem tratamento curativo, a qualidade de vida e conforto do paciente pode ser
melhorada através de fisioterapia e de tratamentos médicos®. A fisioterapia
motora e respiratéria continua sendo um dos pilares do tratamento, sendo indicado o
mais precocemente possivel, tendo como objetivos prevencao/controle de
contraturas dos membros inferiores; capacitar a crianga para adquirir dominio sobre
seus movimentos; equilibrio e coordenacdo geral; retardar a fraqueza da
musculatura da cintura pélvica e escapular; corrigir o alinhamento postural; evitar a
fadiga; desenvolver a forca contratii dos musculos respiratérios e o controle da
respiracdo pelo uso correto do diafragma; prevenir o encurtamento muscular
precoce para prevenir complicagoes; e,
consequentemente,melhorar qualidade de vida*'.

Atualmente, a terapia baseada em corticoesteroides, que foi sugerida pela
primeira vez em 1974*, é considerada padrdo ouro com objetivo de atrasar a
progressdo da doenca e melhorar a funcdo e forga muscular em criangas com DMD
tratadas a partir de 6 meses a 2 anos de idade. Os corticosteroides sdo 0s Unicos

agentes farmacoldgicos com beneficios documentados, mesmo associados a varios
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efeitos adversos (ganho de peso, perturbagbes do sistema nervoso, sintomas
gastrointestinais, distarbios metabdlicos e osteoporose). Os dois corticosteroides
usados principalmente no tratamento de DMD sdo a prednisona/prednisolona e o
deflazacort, um derivado de oxazolina de prednisolona, administrado por dois
regimes comuns: diarios e intermitentes. Os trés protocolos mais comuns sdo de
0,75 mg/kg/dia de prednisona, 0,9 mg/kg/dia de deflazacort, e 0,75 mg/kg/dia de
prednisona durante 10 dias, com pausas de 10 dias'**°.

O tratamento com glicocorticoides, drogas imunossupressoras, € padrao de
cuidados para pacientes com DMD e tem papel terapéutico benéfico nas DMP.
Tanto a imunossupressao pode atrasar a progressédo da lesdo muscular, como os
efeitos podem refletir na melhora da resposta imunologica de células inflamatérias

que se infiltram no musculo danificado®**°.

1.1.2 Processo inflamatoério

A inflamacdo é uma resposta protetora que envolve células do hospedeiro,
vasos sanguineos, proteinas e outros mediadores e é destinada a eliminar a causa
inicial da lesé@o celular, bem como as células e tecidos necréticos que resultam da
lesdo original e iniciar o processo de reparo®®. Embora a inflamacéo tenha uma
funcdo protetora (diluindo, destruindo ou neutralizando os agentes nocivos,
promovendo cura e/ou reparo nos sitios de lesdo), a reacao inflamatéria e esse
processo subsequente de reparo podem, contudo, causar danos consideraveis,
lesando também os tecidos normais*®.

O processo inflamatério caracteriza-se por um evento que estabelece
relacdo entre varias reacdes, como o aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade
vascular, exsudacédo de fluido, acimulo de leucécitos e macrofagos, formacédo de
tecido de granulacdo e reparo tecidual. Durante o processo inflamatério, mondcitos
diferenciam-se em macrofagos e cumprem papéis fisiolégicos importantes e
participam na fase final do processo inflamatério agudo, fagocitando patogenos,
detritos celulares ou contribuindo para o reparo tecidual através da liberagdo de
citocinas que induzem revascularizacdo ou recrutamento de fibroblastos com
formacado da matriz extracelular®’.

A permanéncia do agente lesivo leva a um processo inflamatério crénico, no

qual se observa destruicdo tecidual e tentativa simultdnea de reparo. Na inflamacéo
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crbnica o tecido apresenta caracteristicamente um infiltrado constituido por células
mononucleares (mondcitos, macrofagos e linfécitos), sinais de angiogénese e
fiborose. Através da secrecdo de substancias atraentes, como citocinas e
guimiocinas, o primeiro tipo celular a migrar para o local de inflamacdo sédo os
neutrdfilos, cuja principal funcdo também é fagocitica®.

Outra via de acdo neutrofilica € mediada por granulos secretados no meio
extracelular, pelo processo degranulacdo. Existem trés classes de granulos
liberados por estas células: primarios, secundarios e terciarios. Os primarios,
também conhecidos como granulos azurdéfilos, contém entre outros mediadores
importantes  (defensinas, elastase neutrofilica, proteina de aumento da
permeabilidade bacteriana e as catepsinas G), a mieloperoxidase (MPO), que além
de sua atividade microbicida na resposta a infeccao bacteriana, apresenta atividade
oxidativa e inflamatéria**. A MPO é uma enzima produzida por neutréfilos, monécitos
e macréfagos, e sua atividade pode ser usada para quantificar a magnitude da
inflamac&o associada & degeneracdo muscular em distrofias musculares™.

Os mediadores da resposta inflamatéria sdo variados e derivam tanto de
precursores plasméaticos quanto de células, incluindo produtos de clivagem de
precursores, produtos de cascatas de ativacdo, substancias pré-formadas, radicais
livres de oxigénio, 6xido nitrico (NO") e derivados do &cido araquiddnico®®2,

As citocinas séo glicoproteinas extracelulares, pleiotrépicas (diferentes tipos
de células secretam a mesma citocina, e uma unica citocina pode agir em diversos
tipos de células), tendo funcdo autdcrina ou paracrina. Geralmente, sdo formadas
por células no local da lesdo e por células do sistema imunolégico em cascata, onde
uma citocina estimula suas células-alvo a produzir mais citocinas®*.

A IL-1B e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) tém sido responsabilizados por
mecanismos proé-inflamatérios em varias doencas e embora se liguem a distintos
receptores, elas dividem participagcdes nos mecanismos patogénicos*. Tanto a IL-1f8
quanto o TNF-a sdo capazes de ativar células endoteliais e consequentemente
promover a marginacdo e migracdo de neutrofilos para uma area inflamada. Ambos
induzem a producdo de fatores de crescimento endotelial e possuem atividade
angiogénica. De maneira sinérgica e mediada através do hipotalamo, atuam como
pirogénios endogenos e estimulam a secrecdo do fator de liberacdo da
corticotropina, que por sua vez, estimula a liberagdo do hormdnio

adrenocorticotropico pela hipdfise, induzindo a producdo de glicocorticoides pelas
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glandulas adrenais. A ativagdo de eixo hipotalamo-hipofise-adrenal possui efeitos
anti-inflamatorios, visto que os glicocorticoides suprimem a producdo de IL-1B e
TNF-a°!°2,

A IL-6 € uma citocina pro-inflamatoria que promove maturacao e ativacao de
neutrofilos, maturacdo de macréfagos e diferenciacdo e/ou manutencao de linfocitos-
T citotoxicos e células natural killer (NK). Também é responsavel pela ativacdo de
astrocitos e microglia, e regula a expressao de neuropeptideos apos lesdo neuronal,
contribuindo para sua regeneracgéo®’.

Jéa a interleucina IL-10 é produzida tardiamente no processo de ativacdo por
linfécitos T helpers TH2, linfécitos T CD8, mondcitos, queratindcitos e células B
ativadas. E originalmente denominada como fator inibidor da sintese de citocinas,
por possuir capacidade de inibir a producdo de citocinas por linfécitos T ativados.
Por outro lado, a IL-10 também possui efeito direto sobre os mastdécitos, as células T
e as células B, além de promover a producado de anticorpo pelas células B. Ou seja,
inibem a acéo das citocinas IL-1B e TNF-a, além de estimular a produgao endégena

de outras citocinas anti-inflamatoérias®>>3.

Na DMD, a lesdo muscular é exacerbada por um processo inflamatorio
cronico, do qual participam citocinas e demais células do sistema imunoldgico.
Dentre elas, destacam-se 0s mastdcitos que se acumulam no sitio da leséo,
liberando mediadores como TNF-a, IL-1B e IL-10°%. No mdsculo distrofico,
macrofagos produzem niveis elevados de interleucinas e enzima arginase, que
converte arginina em ornitina e ureia, aumentando o processo inflamatério. No
camundongo mdx, observa-se a presenca de macréfagos no tecido muscular ja na
fase inicial da doenca e parecem desempenhar um papel alterado no musculo
distréfico, diferente das lesdes agudas, onde macréfagos entram no local apoés
ocorrer a lesdo. No estudo realizado por Mehuron e colaboradores®, foram
avaliados parametros de citocinas em pacientes com tipos diferentes de distrofia,
sendo sete deles com DMD. O estudo mostrou que nos pacientes com DMD ocorreu
aumento dos niveis de IL-1B e IL-10 quando comparados ao grupo controle, e
concluiu que todos 0s grupos apresentaram um aumento nos parametros de
protecdo ao EO e a presenca de processo inflamatério. Hodgetts e colaboradores®®
apresentaram em seu estudo um aumento dos niveis de TNF-a durante a necrose
do musculo gastrocnémio em camundongos mdx. Além disso, a eficiéncia no reparo

do muasculo esquelético em camundongos mdx demonstrou-se ser dependente do
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blogueio da producéo de TNF-a local. Esta alteracdo também foi encontrada no soro
de pacientes com DMD um aumento de nos niveis de TNF-a, quando comparado
com o grupo controle™®.

Portanto, a inflamacéo apresenta papel crucial no desenvolvimento da DMD®.
Por consequéncia das alteracbes da membrana celular causadas pela auséncia da
proteina distrofina, ocorre uma série de disturbios fisiologicos, devido a uma
resposta de defesa do organismo ap6s um dano celular, culminando em um quadro
cronico de inflamac&o no tecido muscular e encefalico®’. Somado a isso, o tecido
adiposo acumulado no musculo pode levar as alteragdes metabdlicas, uma vez que
este ndo € meramente um tecido inerte dedicado para armazenamento de energia,
funcionando como um oOrgdo enddcrino, metabolicamente ativo, devido a sua
capacidade para secretar horménios, fatores teciduais e citocinas®®.

Nesse contexto, o0 processo de inflamacdo muscular, caracteristica
proeminente da distrofinopatia, pode esgotar os ciclos de degeneracdo e
regeneracao da fibra muscular, provocando a substituicdo das fibras musculares por
tecido conjuntivo e adiposo®. A fibrose é normalmente considerada a consequéncia
mais deletéria de progressdo da doenca em criangas com DMD e resulta de uma
interacdo funcional complexa entre tipos de células residentes e infiltrado
inflamatério, fornecendo uma fonte adicional de espécies reativas ao oxigénio (ERO)

que podem contribuir para o agravo da patologia®*°.

1.1.3 Estresse oxidativo e metabolismo energético

A formacdo de ERO in vivo constitui um processo continuo e fisioldgico,
ocorre via acdo catalitica de enzimas e cumpre funcdes biolégicas relevantes
quando produzido em propor¢cdes adequadas. No entanto, o desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros — condi¢cdo conhecida
como EO - conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcBes bioldgicas, causando leséo celular por inativagdo enzimética, peroxidacéo
lipidica ou modificacéo do &cido desoxirribonucleico (DNA)*.

Em condigbes fisiolégicas normais do metabolismo celular aerébio, a
mitocdndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons é a principal fonte

geradora de ERO. Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, ocorre
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reducdo tetravalente de O,, com aceitacdo de quatro elétrons, formando duas
moléculas de agua e liberando energia. A enzima catalisadora dessa reacédo é a
citocromo oxidase, que controla a geracdo excessiva de ERO. No entanto, de 2 a
5% do oxigénio metabolizado neste processo sédo reduzidos de forma univalente,
dando origem ao radical superéxido (O3 pela adicdo de um elétron a uma molécula
de oxigénio no estado fundamental; ao peroxido de hidrogénio (H,O,) por
dismutacao; ao radical hidroxil (OH") pela reacdo de Fenton e Haber-Weiss, quando
o H,O, reage com ions ferro ou cobre; e, também, pode haver geracédo de espécie
reativa de nitrogénio, o peroxinitrito (ONOO), por meio da rea¢cao com o radical livre
NO™,

A cadeia respiratoria € o estagio final do metabolismo que produz energia nos
organismos aerdébios, formada por quatro complexos proteicos (I, Il, lI-lll e IV) e dois
componentes transportadores de elétrons: a coenzima Q, que transporta elétrons do
complexo | e Il ao complexo II-lll; e, o citocromo c, que transporta elétrons do
complexo II-1ll ao complexo IV. A funcdo global da cadeia respiratoria € a oxidagao
de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e dinucleotideo de flavina e adenina
reduzida (FADH,), provenientes de outras vias metabdlicas, bem como o transporte
de equivalentes reduzidos ao longo de uma série de transportadores para o
aceitador final, o oxigénio®.

Em sintese, os complexos I, Il e IV funcionam como uma bomba de prétons.
Estes ions acumulam-se no espaco intermembranar, criando uma diferenca de
potencial eletroquimico, utilizado pela adenosina trifosfato (ATP) sintase na
formacdo de ATP, a partir de adenosina difosfato (ADP). O complexo | contribui
significativamente para a producdo de energia na mitocdndria, pois é responsavel
pela transferéncia de elétrons do NADH para a ubiquinona, formando ubiquinol. O
complexo Il é denominado de succinato-ubiquinona, onde a ubiquinona oxirredutase
é formada pela succinato desidrogenase, enzima do ciclo de Krebs, que gera
FADH,e trés subunidades hidrofobicas. O complexo Ill transfere elétrons do
ubiquinol para o citocromo c, reagao que serve para 0 bombeamento de mais quatro
prétons. O ultimo complexo IV é responsavel pela doacao de quatro elétrons para a
molécula de oxigénio (O,) que se liga aos prétons do meio e converte-se em agua®.

Deficiéncias no funcionamento normal da cadeia respiratoria mitocondrial
levam a diminuigdo da sintese de ATP, bem como o dano causado a mitocéndria

leva a uma rapida queda na producdo de energia e consequente morte celular.
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Como forma de protecdo, a célula possui um sistema de defesa que atua
basicamente em duas linhas: uma como detoxificadora do agente antes que ocorra a
leséo, constituida por GSH, superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e vitamina E; e, a outra linha tem a funcéo de reparar a leséo
ocorrida, sendo constituida pelo acido ascérbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd)
e pela GSH-Px. A enzima SOD por sua vez, é responsavel pela conversdo do O,
em H,O,, o0 qual, através da acdo da CAT é convertido em oxigénio e agua. O
desequilibrio desse processo, ou seja, quando a concentracdo de SOD estiver
menor do que a concentracdo de superoxido, teremos o EO, pela conversdo do
H,0, em OH™2,

Outra importante fonte geradora de ERO sdo as enzimas nicotinamida
adenina dinucleotideo de fosfato reduzida (NADPH oxidase), que na sua propria
funcdo primaria de proteinas transmembrana, transferem elétrons para o oxigénio
molecular. A NADPH oxidase melhor caracterizada é a fagocitica, presente em
macrofagos e neutrofilos, sendo um complexo proteico multimérico com
componentes na membrana celular e no citoplasma: duas proteinas transmembrana
(subunidade menor: p22phox; subunidade maior: gp91phox), que formam o
citocromo b558-oxidase e sdo formadoras do sitio catalitico da enzima; trés
proteinas  citoplasméaticas  (p47phox, p67phox, p40phox - phox de
“phagocyteoxidase”); e uma proteina G regulatéria. Unidades homologas a
subunidade gp91phox formam a familia Nox (de “Nonphagocytic NADPH oxidase”),
constituida atualmente por sete membros (Nox1, Nox2, Nox3,Nox4, Nox5, Duoxl e
Duox2)'%,

Em camundongos mdx, ha um aumento da expressdo de subunidades da
NADPH oxidase e aumento da producdo de ERO por esse complexo enzimatico na
musculatura esquelética’®>®. Sugere-se, portanto, que a NADPH oxidase seja um
importante contribuinte para a patologia no musculo esquelético, com perda de
massa muscular e envelhecimento na musculatura esquelética, onde ja foram
identificadas neste tecido as isoformas Nox4 e Nox2, além das subunidades
p22phox, p47phox e p67phox™.

As NADPH oxidases sao ativadas e reguladas por diversos fatores, como
forcas mecanicas, hormoénios e citocinas, dentre os quais se destacam a trombina, o
fator de crescimento derivado de plaqueta, o TNF-a, a lactosilceramida, a IL-1 e a

lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada. Esta Gltima aumenta a producao de
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ERO e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) e a expressdo de Nox4 no
endotélio humano®.

Musculos distréficos parecem ser mais suscetiveis ao EO por resposta
antioxidante insuficiente ou, ainda, por reacdes oxidantes exacerbadas, nas quais 0s
processos que levam a lesdo e morte de musculo excedem a capacidade
regenerativa, promovendo infiltracdo de células inflamatdérias, agravando os danos e
interferindo na sinalizacdo de células que podem promover a reparacdo NADPH
oxidase, mitocondrias, dissociagcdo da enzima NO-sintase induzivel (i-NOS) e
demais fatores envolvidos'®>3,

Destacam-se, ainda, os tecidos com elevadas exigéncias de energia, como 0
cérebro, que contém um grande numero de mitocondria e, por conseguinte, sao
mais susceptiveis aos efeitos de reducdo do metabolismo energético aerdbico. A
alteracdo na funcdo mitocondrial pode influenciar na excitabilidade neuronal,
incluindo producao de ATP, oxidacdo de &cidos graxos, controle de apoptose e de
necrose, regulacdo do ciclo de aminoacidos, biossintese de neurotransmissores e
regulacdo da homeostase do Ca citosolico. E nesta organela que ocorre a producéo
primaria das ERO, tornando-a vulneravel ao dano oxidativo?**.

Com o intuito de identificar os danos causados pelas ERO e a eficacia da
defesa antioxidante, comumente sdo usados biomarcadores sanguineos do balanco
redox. Eles sdo capazes de avaliar o dano oxidativo em estruturas lipidicas, através
da lipoperoxidacdo e avaliar o dano oxidativo a proteinas, através dos compostos
carbonilicos e sulfidrilicos. Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acao
das ERO, porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da
lipoperoxidacdo, que acarreta alteracbes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares. Como consequéncia, ocorre perda da seletividade na troca
ibnica, liberacdo do conteudo de organelas e formacdo de produtos citotoxicos,
culminando com a morte celular”.

A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos mecanismos de
envelhecimento, de cancer e & exacerbacdo da toxicidade de xenobi6ticos®*®.
Assim como na formacdo dos ERO, nem sempre 0s processos de lipoperoxidacéo
sao prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir
do &cido araquiddnico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta
inflamatéria®®. As proteinas também sao alvos das ERO e causam modificacdo em

sua estrutura, provocando perda da funcéo e fragmentacdo das estruturas proteicas,
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resultando na proteina carbonil. Seu conteudo €, atualmente, usado como marcador
de oxidacdo, e suas alteracbes de concentragcbfes estdo sendo utilizadas na
identificacdo de doencas degenerativas e processos inflamatérios®.

Algumas situacbes que geram ERO também podem auxiliar os neutroéfilos e
macréfagos na defesa do organismo, pois contém atividade bactericida pela
degradacdo oxidativa de lipidios e proteinas. Por outro lado, a ERO pode ter efeito
prejudicial quando possui producdo excessiva, causando oxidacdo celular,
considerada a fase inicial de inUmeras patologias cardiacas, pulmonares, vasculares
e neoplasias®”.

Estudos clinicos vém demonstrando o papel do EO em processos
neurodegenerativos, como doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, acidente
vascular encefalico, depressdo®®®’ e DMP*®, Em estudo experimental com modelo
animal, Comim e colaboradores'’ observaram reducdo da peroxidacéo lipidica
(corpo estriado) e da peroxidagdo proteica (cerebelo e coértex pré-frontal), aumento
da atividade da SOD (cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado) e reducao
da atividade da CAT (estriado) em camundongos mdx, sugerindo um possivel papel
antioxidante da SOD em relacdo a peroxidacao lipidica e de proteinas.

Nesse contexto, em revisdo Tidball e colaboradores®® evidenciaram que as
numerosas caracteristicas da fisiopatologia da DMD podem ser causados ou
exacerbados por perturbacdes na producdo de ERO sugerindo que os tratamentos
com antioxidantes podem ter um efeito terapéutico. No entanto, os ensaios clinicos
iniciais, utilizando tratamento com vitamina E n&o resultaram em melhora clinica em
pacientes com DMD, embora a falha dessas tentativas possa ser atribuivel ao
tratamento em estado mais avancado da doenca. Da mesma forma, o tratamento de
pacientes com DMD com selénio, um cofator para a GSH-Px, ndo produziu nenhuma
melhoria na fungdo muscular, bem como nenhuma melhoria funcional significativa foi
observada em pacientes com DMD tratados com SOD>3.

Tidball e colaboradores® explicaram que muitas razdes podem estar
subjacentes a incapacidade destes tratamentos antioxidantes no intuito de
desacelerar a progressdo da DMD, sugerindo em primeiro lugar que o EO, talvez,
possa nao ser um fator crucial na fisiopatologia. Outra hipotese descrita é que
tratamentos sistémicos com o0s antioxidantes podem ser muito amplos e
insuficientemente direcionados para tecidos especificos para fornecer melhorias

clinicas, uma vez que a estequiometria das ERO é mais importante na determinacao
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de um balanco redox fisioldgico ou patolégico das células, comparado com apenas a
presenca ou auséncia destes antioxidantes. Além disso, os antioxidantes podem
também assumir papel ndo desejado causando lesdo tecidual. Por exemplo, a SOD
€ um antioxidante, mas atua na conversdo da dismutase para formar H,O,, que
possui alta citotoxicidade®.

Assim, o0s antioxidantes tém multiplas fungBes, complexidade e
imprevisibilidade da bioquimica de ERO in vivo, sendo necessario um conhecimento
mais mecanicista dos papéis das ERO na distrofinopatia, uma vez que a distrofina &
expressa ndo s6 nos musculos, mas também, em sinapses inibitérias centrais no

7
[ 0

cerebelo, hipocampo, amigdala e no cortex cerebral™ — regides importantes na

formacdo da memodria em humanos e roedores, além do giro cingulado, corpo

mamilar e talamo anterior’*"?.

1.1.4 Fator neurotréfico derivado do cérebro

Durante o processo de aprendizagem e formacdo de memoria, o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) atua em diversas fungdes no cérebro
adulto. Expresso abundantemente no hipocampo, hipotdlamo e cortex cerebral, o
BDNF — pequena proteina dimérica que funciona por meio de ligacdo de alta
afinidade com o seu receptor, tirosina-quinasef (Trkp) — desempenha um papel
importante na sobrevivéncia, manutencdo e crescimento de Vvarios tipos de
neurdnios’™.

O BDNF destaca-se entre todas as neurotrofinas pelos altos niveis de
expressao no cérebro e seus potentes efeitos sinapticos. No SNC de mamiferos, os
principais representantes da familia das NT incluem ainda o fator de crescimento de
nervo (NGF) e as neurotrofinas NT-3 e NT-4. Estas proteinas sdo conhecidas por
estarem presentes em estagios especificos do crescimento e sobrevivéncia neuronal
como a divisdo celular, diferenciacdo e axogénese e também em processos de

morte neuronal’* ",

Uma das caracteristicas mais importantes da sintese de BDNF é a
elaboracdo de varias isoformas funcionalmente ativas, como pro-BDNF e m-BDNF.
Entre as fun¢cdes mais importantes do pro-BDNF, pode-se mencionar a promocéo da
apoptose e sua influéncia negativa sobre o remodelamento neuronal. Devido a

reducdo do numero de neurbnios e a deterioracdo da fungdo sinaptica, esses
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processos contribuem para a depresséo de longo prazo (LTD). Em contraste, o m-
BDNF apoia os processos de desenvolvimento de neurogénese e gliogénese,
crescimento de neurites, arborizacdo dendritica e formacéo de coluna dendritica. O
efeito fisiologico do m-BDNF estéa relacionado principalmente a manutencao da forca
singptica e a diminuicdo da excitabilidade dos interneurénios GABAérgicos do
hipocampo, aumentando a potenciacdo a longo prazo (LTP). Assim, a funcao
fisiolégica do m-BDNF esta ligada ao aprimoramento dos processos de
desenvolvimento, bem como aos processos na idade adulta que exigem maior
atividade cerebral e apoiam a transmissdo de estimulo eficiente no sistema
sinaptico, modulando os processos de cognicdo, memoria e aprendizado”.

E proposto que a perda de suporte neurotrofico endégeno para grupos de
neurbnios especificos pode levar ao desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas. Ainda ndo esta claro se o0s neurbnios maduros sé&o
dependentes da presenca de suporte neurotrofico derivado de marcadores, embora
varias observacdes mostrem que certas populacdes neuronais dentro do SNC adulto
requeiram a presenca de fatores neurotroficos para manter sua estrutura e funcéo. O
BDNF tem ac¢bes de promocdo da sobrevivéncia numa variedade de neurdnios do
SNC, incluindo neurbnios hipocampais e corticais, neurdnios colinérgicos e
neurdnios dopaminérgicos nigros. Além disso, como neuromodulador, o BDNF pode
regular a forca sinaptica e é importante para os mecanismos hipocampais de
aprendizagem e meméria’®. Portanto, a expressédo aumentada de BDNF tem reflexo
positivo no aumento da cognicdo e estas propriedades funcionais do BDNF
aumentaram o interesse na sua utilizacdo como um potencial agente terapéutico
para doencas neurodegenerativas tais como a doenca de Alzheimer, a doenca de
Parkinson, a doenca de Huntington e, mais recentemente, as DMP.

Portanto, os fatores neurotréficos sdo essenciais na regulacdo da geracdao,
diferenciacéo e proliferacdo de neurdnios e na manutencéo da plasticidade neuronal.
Assim, o BDNF, além do seu papel na sobrevivéncia dos neurbnios durante o
desenvolvimento, ativa os caminhos de sinalizacdo que modificam rapidamente as
sinapses locais e também tém efeitos em longo prazo na transcricdo genética’®.

Em estudos pré-clinicos, a reducdo ou supressao dos niveis de BDNF no
hipocampo prejudicou o desempenho do aprendizado e da meméria em animais'*’?,
sendo que a expressdo excessiva de BDNF resgatou esse defeito’®. Em

camundongos mdx, Comim e colaboradores’’ identificaram uma diminuicdo nos
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niveis de BDNF no estriado, além de uma tendéncia de reducdo nos niveis dessa
neurotrofina na regido do cortex pré-frontal, do cerebelo, hipocampo e cértex. Os
autores relacionaram que os baixos niveis de BDNF podem estar associados a
deficiéncia de distrofina e contribuindo, em parte, no armazenamento e restauracao
de meméria. Em humanos, Comim e colaboradores®, em uma amostra de 24
pacientes, destacaram também a primeira evidéncia do envolvimento dos baixos
niveis de BDNF nas DMP.

Nesse contexto, a deficiéncia de distrofina em estruturas encefalicas como o
hipocampo, esté relacionada aos prejuizos na retencdo de memodria e atrasos nas

tarefas de aprendizagem.

1.1.5 Memoéria e aprendizado

Tanto a aprendizagem como a memoria sdo propriedades fundamentais do
SNC. Conceitualmente, a memoria compreende a aquisi¢cdo, consolidacao,
armazenamento e a evocacao de informacdes, podendo ser definida como o registro
da representacdo de informacées adquiridas através de experiéncias’®. Enquanto a
aprendizagem pode ser definida como uma mudanca relativamente duradoura do
comportamento, de uma forma sistematica, ou ndo, adquirida pela experiéncia, pela
observacdo e pela pratica motivada’®.

O processo de aprendizado é caracterizado pela aquisicédo de informacdes do
ambiente. A formacdo tem inicio no hipocampo pela ativacdo de receptores de
glutamato do tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) que
possibilitam a despolarizacdo da célula com ativacdo em sequéncia dos receptores
do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Essas informacdes dao origem as memdrias
através de um processamento para formacéo, consolidacéo e posterior evocac&o®.

Uma das teorias da consolidacdo da memoria postula que o armazenamento
e a evocacdo de memdrias recentes dependem do hipocampo enquanto que, em
estagios posteriores, 0 hipocampo interage com regides neocorticais, onde as
conexdes cortico-corticais se desenvolvem progressivamente e, direcionam a
estocagem e a lembranca das memérias remotas®’.

Quanto ao tempo que permanecem armazenadas, as memorias sao ditas de
curta duracédo, com duracdo de poucas horas; de longa duragdo, com permanéncia

de horas ou dias; ou, ainda, memdrias remotas, que sdo as memaorias de longa
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duragdo que persistem por muitos meses ou anos. As memarias de longa duracéo
necessitam de sintese de proteina, 0 que ndo ocorre na memodria de curta
durac&o®®®.

De qualquer forma, ndo é possivel medir memorias em forma direta. Mas, é
possivel avalia-las medindo o desempenho em testes de evocacao e, nos animais, a
evocacdo se expressa através de mudancas comportamentais®®. A habituacdo
envolve a depressao da transmisséao sinaptica e essa forma de aprendizagem pode
ser ilustrada pelo reflexo de flexdo de um membro frente a um estimulo tatil, que se
habitua a repetidos e in6cuos estimulos. Sugere-se que essa habituacéo seja devida
a reducao funcional na eficiéncia sinaptica, nas vias dos neurbnios motores que
tenham sido repetidamente estimulados®.

Ja a sensibilizacdo envolve um aumento da transmissdo sinaptica, apos a
ocorréncia de estimulos aversivos. O organismo aprende a reagir de forma mais
vigorosa a um estimulo especifico. Da mesma forma que a habituacdo, a
sensibilizacdo envolve uma memoria de curto prazo (duracdo de alguns minutos) e
uma de longo prazo (com duracdo de dias ou semanas). A sensibilizacdo envolve a
facilitacdo heterossinaptica: o estimulo sensibiliza um grupo de interneurénios que
formam sinapses com o0s neurdnios sensoriais®.

Deficiéncias cognitivas ocorrem em aproximadamente um terco dos pacientes
com DMD, destacando o papel da distrofina no SNC. O QI médio de meninos
diagnosticados com DMD é 85, enquanto 30% tém um QI inferior a 70. Estes déficits
mentais ndo parecem ser progressivos (ao contrario dos sintomas musculares)e
relacionados com a gravidade da distrofia muscular, apesar de suas causas ainda
permanecerem desconhecidas’.

Em um estudo com 20 pacientes, de 07 a 14 anos, os resultados indicaram
gue problemas na memoria de curto prazo sdo as mais aparentes, sugerindo déficits
cognitivos especificos. A capacidade de aprendizagem foi significativamente pior
guando se considerou o efeito combinado dos testes cognitivos entre 0s meninos
com DMD®.

Outros estudos relataram transtorno de inteligéncia com alto
comprometimento da memoaria, especialmente a longo prazo. Déficit de atencao
também foi relatado com dificuldades de aprendizagem em aritmética, escrita e
leitura. Em criancas afetadas com DMD também foram observados transtornos

afetivos, problemas depressivos e medos hipocondriacos®*.
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Em estudos pré-clinicos, Muntoni e colaboradores (1991)%° fizeram o primeiro
relato do déficit cognitivo em camundongos mdx, associado a retencéo deficiente de
memoria com longos atrasos em certas tarefas de aprendizagem e alternancia
espacial. O comprometimento cognitivo foi posteriormente caracterizado por Vaillend
e colaboradores (1995)%°, que descreveram que camundongos mdx n&o
apresentaram prejuizo na aquisicdo de tarefas ou na memoria de procedimentos,
mas possuiram uma menor capacidade de armazenamento do aprendizado recente,
com atrasos em certas tarefas de aprendizagem®.

Portanto, com um déficit cognitivo caracterizado, intervencdes terapéuticas
tém recebido interesse crescente como forma de melhorar ou preservar o

desempenho cognitivo.

1.1.6 Dieta cetogénica

A dieta cetogénica foi idealizada em 1924 pelo Dr. Russell Wilder na Clinica
Mayo, em Rochester, Minessota nos Estados Unidos da America (EUA) e,
popularizada pelo Hospital Johns Hopkins, em Baltimore, EUA. Foi amplamente
utilizada para reduzir crises de epilepsia, mas com a chegada de medicamentos
anticonvulsivos na década de 1940, caiu em desuso gradualmente. Em 1994, a dieta
ressurgiu como Uultimo recurso no tratamento de epilepsia de dificil controle de
Charlies Abrahams. Apés a falha de varios antiepilépticos e até mesmo de recursos
cirdrgicos, a dieta cetogénica funcionou e Charlie tornou-se livre das crises. Neste
mesmo ano, a Fundacéo Charlie para Terapias Cetogénica foi fundada para fornecer
informacdes sobre a terapia dietética para pessoas com epilepsia e outros distlrbios
neurolégicos™ "3,

Além da sua importante utilidade para epilepsia pediatrica resistente aos
farmacos, a dieta cetogénica tem tido sua abordagem nutricional amplamente
utilizada para perda de peso®. Tradicionalmente, uma dieta com baixo teor de
gordura é prescrita para reducdo da gordura corporal em pacientes obesos com ou
sem risco de doenca cardiovascular. No entanto, uma meta-analise em 23 estudos
controlados envolvendo 1141 pacientes obesos, relatou que a dieta testada
desempenhou efeitos favoraveis na satde cardiovascular”™. Em particular, a
dietoterapia cetogénica estd associada a reducgbes significativas no plasma de

triglicerideos, glicose em jejum, hemoglobina glicada, insulina plasméatica, proteina
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C-reativa, pressOes arteriais sistOlica e diastdlica, massa corporal total,
circunferéncia abdominal, bem como aumentos significativos na lipoproteina de alta
densidade colesterol (HDL-c), sem alteracBes significativas na lipoproteina de baixa
densidade colesterol (LDL-c)%*%.

A dieta cetogénica foi desenvolvida para criar e manter um estado de cetose
através de um protocolo original com alto teor de gordura, quantidade adequada de
proteina e niveis minimos de carboidratos. A baixa ingestdo de carboidratos
fisiologicamente provoca um estado metabdlico de aumento da cetogénese
hepética, o que resulta em niveis séricos elevados dos principais corpos cetdnicos
acido acetoacético (ACA), B-hidroxibutirico (BHB) e acetona, devido a quebra de
acidos graxos®*%,

Como a glicose € um nutriente necessario para o SNC, assim como para 0s
glébulos vermelhos, glébulos brancos, leucdcitos e outros tecidos, a glicemia deve
ser mantida em todos os momentos para manter suas funcdes fisioldgicas. Durante
0 inicio de jejum, a glicose € obtida a partir do glicogénio pela acdo dos hormonios
glucagon e epinefrina, mas esses estoques sdo esgotados dentro de 24 horas.
Nesse momento, a glicose deve ser sintetizada novamente utilizando a proteina
como um substrato. O musculo e outras proteinas sdo estimulados para liberacdo de
substratos para a gliconeogénese pela acdo dos hormonios catabdlicos epinefrina,
tiroxina e glucagon. Nesse processo de gliconeogénese, os aminoacidos liberados
sdo transportados para o figado para deaminacdo e o esqueleto de carbono é
utilizado para refazer a glicose. O substrato de aminoacido mais comum para esta
atividade é a alanina, pois a alanina desaminada torna-se piruvato®.

E importante observar que a gordura ndo € um substrato para
gliconeogénese. Por isso, durante o jejum ou inanicdo, além da glicose e da proteina
da quebra do musculo, € necesséaria uma fonte de energia segura. A melhor fonte é
a gordura que esta armazenada nos adipoOcitos e é utilizada primeiramente pelos
musculos, incluindo o musculo cardiaco para produzir ATP. A liberacdo destes
macronutrientes armazenados necessita que a insulina sérica seja mantida em nivel
baixo e que os hormodnios anti-insulinicos (glucagon, cortisona, epinefrina e
horménio do crescimento) sejam aumentados. Os horménios anti-insulina ativam a
enzima lipase horménio-sensivel na membrana dos adipécitos, a qual cliva os
triglicerideos armazenados, liberando &cido graxo e glicerol da célula de gordura. Os

acidos graxos deslocam-se para o figado, ligados a albumina sérica e entram
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facilmente na célula hepatica. J& no interior da célula, os acidos graxos usam o
sistema de transporte carnitina aciltransferase para entrar nas mitocondrias
hepaticas.

Uma vez dentro da mitocbndria, os acidos graxos sao habitualmente
convertidos em acetil-CoA, que entra no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA). Quando
0s niveis de acidos graxos sao elevados e excedem a capacidade metabdlica do
ciclo do TCA, o acetil-CoA é desviado para a cetogénese. Dois acetil-CoA podem
combinar-se através de uma enzima para produzir tiolaseacetoacetil-CoA-redutase,
0 qual é um precursor para a sintese de ACA e BHB. A acetona, outro corpo
cetbnico principal, é produzida principalmente a partir de descarboxilacdo
espontanea de ACA e, pode ser eliminado como um substrato volatil através dos
pulmdes e dos rins. No sangue, ACA e BHB séo transportados a partir do lamen
vascular para o espaco intersticial do cérebro, até as células gliais e neurénios,
pelos transportadores de acidos monocarboxilicos (MCT). O MCT-1 é o principal
transportador responsavel localizado no endotélio vascular. JA nos neurdnios, tanto
ACA e BHB sao transportados diretamente para dentro da mitocondria e, em
seguida, convertidos em acetil-CoA por meio de varias etapas enzimaticas. BHB é
convertido em ACA através desidrogenase-D-B hidroxibutirato e ACA sofrem uma
conversao subsequente para acetoacetil-CoA através de uma enzima transferase de
succinil-CoA. Finalmente, acetoacetil-CoA-tiolase € convertido em acetoacetil-CoA
em duas porcdes de acetil-CoA que, em seguida, entra no ciclo do TCA?%.

Portanto, a medida que aumentam as concentracdes séricas de cetonas
durante o jejum, o SNC comeca a utilizar cetonas como fonte de energia. Como o
encéfalo esta consumindo combustivel diferente da glicose, diminui a demanda da
proteina muscular para gliconeogénese, reduzindo dessa forma a taxa de
catabolismo muscular®.

Atualmente, existem trés formas de dieta cetogénica em uso: dieta
cetogénica tradicional (com oferta de triglicerideos de cadeia média ou longa); dieta
modificada de Atkins; e, o tratamento de baixo indice glicémico (TBIG)®®° A dieta de
Atkins permite maior liberdade de consumo de carboidratos e nao restringe
significativamente a ingestdo de proteinas em comparacdo com o dieta cetogénica
classica.O TBIG fundamenta-se em uma adesao dietética de alimentos com indices
glicémicos (IG) baixos. O IG é um valor que descreve a capacidade de um

carboidrato ap0s absorvido de elevar a glicemia sérica. Curiosamente, TBIG né&o
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induz a um estado de cetose tao relevante quando comparado com dieta cetogénica
classica ou Dieta de Atkins™*®.

Ja na abordagem tradicional, o paciente € induzido ao jejum de 24 a 72 horas
até que a cetonuria seja estabelecida. A partir deste momento a ingestao calérica é
retomada em uma razéo de 4:1 (kcal de gordura/kcal de proteinas e carboidrato na
dieta). Porém, outras propor¢cdes menores como 3:1 e 2:1 também séo protocolos
utilizados. Para criancas, a dieta é calculada para que 75% das quilocalorias sejam
provenientes de lipideos. A proteina € calculada para fornecer ingestdo apropriada
para o crescimento (cerca de 1lg/kg/dia) e os carboidratos sdo adicionados para
compensar a porcdo caldrica restante. E também recomendado o uso de um
suplemento multiplo de vitaminas/minerais e Ca extra para assegurar que a dieta
seja nutricionalmente completa®”®’.

A dieta deve ser realizada por indicagdo e com acompanhamento profissional,
preferencialmente em centro especializado, com equipe multidisciplinar (composta,
no minimo, de um nutricionista e de um neurologista), visto que se torna necessario
um acompanhamento rigoroso durante a sua introducéo e manutencéo. E papel do
nutricionista realizar um plano dietético adequado quanto ao peso, altura e idade do
paciente, bem como elaborar um cardapio variado que esteja de acordo com as
necessidades caléricas e com a proporcdo adequada de macronutrientes®’ %,

Embora o mecanismo de acdo da dieta ainda ndo seja totalmente
compreendido até o momento, este é um tratamento ja estabelecido para epilepsia
refrataria. O seu efeito benéfico na epilepsia tem sido relacionado as alteragdes no
mecanismo neuronal, pelo qual os corpos cetbnicos comportam-se como um
neurotransmissor inibitério, produzindo assim efeito anticonvulsivo. Os corpos
cetbnicos fornecem substrato alternativo a glicose para utilizacdo de energia e, no
cérebro em desenvolvimento, também constituem elementos essenciais para a
biossintese de membranas celulares e lipidios. O mecanismo neuroprotetor mais
relevante de agcdo da dieta cetogénica envolve uma reducdo na producdo de ERO
da cadeia respiratéria mitocondrial, o que diminui o EO e, consequentemente, a
lesdo neuronal®.

Ruskin e Masino (2012)® em um estudo de revisdo descreveram que a dieta
cetogénica protegeu contra a neurodegeneracdo induzida por convulsdo e sequelas
relacionadas em modelo animal. Adieta cetogénica também apresentou efeitos

neuroprotetores contra a lesdo isquémica; dano hipoglicémico e lesdo espinhal e
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cerebral traumatica; além de melhorar os déficits cognitivos e do movimento
relacionados com a lesdo cerebral traumatica e lesdo na coluna vertebral,
respectivamente. Os efeitos positivos da alimentacdo cetogénica foram encontrados
ainda em modelos de esclerose lateral amiotrofica, doenca de Parkinson e doenca
de Alzheimer. Além disso, a aplicacdo direta de corpos cetbnicos também foi
benéfica em modelos animais de doenga de Parkinson e doenca de Alzheimer.

Ahola-Erkkila e colaboradores (2010)2® mostraram resultados nos quais a
dieta cetogénica pode induzir a biogénese mitocondrial, retardando a progressao de
miopatias mitocondriais e reduzindo a quantidade de fibras citocromo-oxidase
(COX) negativas no musculo quando administrado pré-sintomaticamente. No
experimento, a dieta apresentou efeito protetor no musculo esquelético de
camundongos (C57BL/6) alimentados com dieta cetogénica, nos quais n&o
apresentaram autofagia induzida quando comparados com o0 grupo controle e
mostraram niveis de aminoacidos livres no soro semelhantes como 0s camundongos
wild type (wt), indicando inibi¢cdo do catabolismo proteico. Os autores concluiram que
uma dieta rica em gordura tem multiplos efeitos positivos sobre a miopatia
mitocondrial de inicio tardio em murinos, retardando a progressao da doenca,
regulando negativamente o catabolismo proteico associado a miopatia, restaurando
e normalizando a homeostase dos niveis lipidicos hepaticos e, assim, a sintese de
corpos cetbnicos. Neste estudo, os resultados sugerem fortemente que o tipo de
fonte de energia pode modificar consideravelmente o metabolismo energético do
musculo esquelético deficiente na cadeia respiratéria.

Dupuis e colaboradores (2015)* modularam o processo inflamatério em ratos
Wistar submetidos a injecdes de LPS (E. coli) com reducédo da expressao de IL-13
no tecido encefélico, revelando propriedades anti-inflamatérias da dieta cetogénica
mostrado por uma modulacdo da resposta de febre e um decréscimo nos niveis de
IL-18 no plasma e no cérebro. Os niveis de TNF-a no sangue também foram
menores no grupo submetidos a dieta cetogénica em comparacdo com os controles.
Estas propriedades podem contribuir para o efeito da dieta cetogénica no campo das
distrofinopatias, nas quais a inflamacdo contribui para a prematuridade das
alteracdes no SNC, devendo ser exploradas para entender melhor as propriedades
anti-inflamatorias da dieta.

Xu e colaboradores (2010)'® ao avaliarem as habilidades cognitivas e

motoras no envelhecimento de ratos isogénicos, observaram que a fungéo cognitiva
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apresentou melhora com a dieta cetogénica nos ratos mais velhos. Nos ratos idosos,
a cetose induziu a angiogénese e aumentou a densidade capilar equivalente a
observada ap0s a exposicao a hipoxia em ratos jovens. Os autores especulam que a
dieta cetogénica revitaliza a unidade neurovascular nos ratos mais velhos ajudando
a apoiar a fungdo cognitiva. Assim, a cetose induzida por dieta pode melhorar o
processo de adaptacdo a hipoxia por elevagdo do HIF1-ae aumento da densidade
capilar.

Apesar dos beneficios estabelecidos da dieta cetogénica na literatura
cientifica, ndo foram encontrados estudos cientificos publicados até o momento
sobre o efeito da dieta cetogénica nas DMP. No entanto, em um experimento em
modelo animal de DMD, submetidos a um protocolo de exercicio fisico e
alimentados com uma dieta hiperlipidica (16% de gordura, 19% de proteinas),
Radley-Crabb e colaboradores®’ destacaram os beneficios potenciais de uma dieta
rica em gordura no musculo esquelético distréfico, uma vez que a dieta hiperlipidica
mostrou resultados positivos no modelo mdx para melhor atender as necessidades
energéticas e reduzir a gravidade da distrofinopatia, bem como aumentar a
capacidade de exercicio voluntario dos animais.

Segundo os proéprios autores, tais dados podem identificar que ajustes
nutricionais podem abrandar a gravidade da doenca, a progressdao e/ou o
desenvolvimento de complicacbes secundarias. Embora algumas alteracdes da
doenca possam ser atribuidas a diferencas na composicéo celular que resultam da
gravidade dependente da idade, esses dados demonstraram também que ha
consequéncias metabdlicas quanto a ingestdo dietética que nao satisfazem as
exigéncias metabdlicas alteradas pelo musculo distréfico, podendo exacerbar a
patogénese da doenca®’.

Radley-Crabb e colaboradores (2011; 2015)?"* destacaram que a menos que
as necessidades de energia e proteina de pacientes com DMD sejam satisfeitas, o
beneficio de intervencdes terapéuticas ndo poderdo ser plenamente compreendidos.
Para os autores, essas observacdes sobre as inter-relagbes de crescimento, as
taxas de sintese de proteinas, as necessidades de energia, a dieta e 0s niveis de
atividade fisica tém inimeras implicacdes para a compreensédo da patologia de base
dos musculos distroficos, especialmente no que diz respeito a susceptibilidade a
necrose de miofibrilas, tanto em jovens como em adultos. Assim, estes dados

comecam a formar uma base para a compreensdo das exigéncias de energia e
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proteinas incorridas pela doengca muscular, bem como a concepc¢ao e impacto de
varias intervengfes nutricionais em modelo animal ou humano de DMD, com o
objetivo de proteger o musculo distréfico da necrose e ajudar a manutencdo da
massa muscular em diferentes estagios da doenca.

Sabe-se que os nutrientes, individualmente, podem exercer efeitos positivos
no musculo esquelético e uma combinagcdo de elementos pode ainda atenuar os
sinais e sintomas de algumas doencas neuromusculares. Por outro lado sabe-se
também que os efeitos de uma dieta sobre a saude estdo relacionados com a
relagdo geral e matua dos diferentes macro e micronutrientes, em vez de cada
componente particularizado. Desse ponto de vista, se refor¢ca o grande interesse na
proposta da dieta cetogénica na fisiopatologia da DMD.

Nesse contexto, a terapia nutricional e cuidados dietéticos se apresentam
como uma abordagem de impacto substancial sobre o curso da doenca,
influenciando diretamente no estado nutricional e, consequentemente, na modulagéao
do estado oxidativo e inflamatério do organismo, tornando-se essencial para
melhorar a qualidade de vida do paciente. Para isso, estudos pré-clinicos em
modelos animais tem sido uma estratégia 0til para avancar na descoberta de

tratamentos e/ou terapias para distrofinopatia.

1.1.7 Modelo animal de DMD

A tecnologia de camundongos geneticamente modificados mostra-se como
uma valiosa ferramenta que permite identificar grandes avancos no entendimento da
patologia de doencas neurodegenerativas. Pelo fato de o camundongo e o ser
humano partilharem muitos dos mesmos genes, a capacidade de manipular o
material genético do camundongo e analisar o impacto sobre o metabolismo e a
funcdo fisioldgica tem sido inestimavel para compreensdo da saude e da doengca em
seres humanos, sendo particularmente valiosos para o estudo de interacdes gene-
dieta'®.

Em murinos, a DMP foi inicialmente identificada em uma colbnia de
camundongos Bar Harbor 129/ReJ-dy/dy. Este modelo experimental foi bastante
utilizado até a descoberta do defeito molecular das distrofias de Duchenne e Becker.
Um segundo alelo dy surgido na colbnia WK/ReJ foi, entdo, transferido para a

linhagem de camundongo C57BL/6J*%,
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C57BL/6 € uma estirpe consanguinea bem conhecida e amplamente utilizada
no desenvolvimento de modelos transgénicos e knock out. Sdo amplamente
utilizados em pesquisas e avaliacbes pré-clinicas apresentando facilidade em
reproducdo, uniformidade genética, economia, conveniéncia para experimentos em
laboratorios e empregados como modelo in vivo no estudo de diversas areas, tais
como biologia cardiovascular, biologia do desenvolvimento, diabetes e obesidade,
genética, imunologia, neurobiologia, oncologia e biologia comportamental'®31%4,

O modelo murino da DMD, camundongo mdx, € caracterizado por uma total
auséncia da expressao da distrofina no musculo esquelético, ou seja, homologos a
DMD humana. A mutacao da distrofina ocorre no éxon 23 e a inflamag&o do muasculo
esquelético inicia-se com trés semanas de idade e atinge picos entre 08 e 16
semanas**%,

O camundongo mdx tem sido um recurso fundamental na exploracédo da
fisiopatologia distrofica por permitirem a realizacdo de estudos criteriosos com a
utilizacdo de agentes moduladores, capazes de modificar o curso da doenca e
possibilitar avancos no tratamento da DMD33%2,

Nesse contexto cientifico, a dieta cetogénica tem despertado interesse e o
seu uso tem se ampliado a partir da epilepsia intratavel para outras doencas
neuroldgicas. E notavel a quantidade de artigos cientificos publicados em periodicos
abordando os mais diversos aspectos do uso da dieta cetogénica, desde suas
indicacdes, métodos de utilizacdo, principais efeitos adversos e custos envolvidos.
Com isso, justifica-se a investigagdo dos potenciais efeitos terapéuticos dessa

dietoterapia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da dieta cetogénica sobre parametros bioquimicos e clinicos
em sistema nervoso central e musculo esquelético em um modelo animal de distrofia

muscular de Duchenne.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar os efeitos da dieta cetogénica sobre a massa corporal e ingestao alimentar

em um modelo animal de distrofia muscular de Duchenne;

-Avaliar os efeitos da dieta cetogénica sobre a memoaria aversiva e de habituacdo em

um modelo animal de distrofia muscular de Duchenne;

-Analisar os efeitos da dieta cetogénica sobre o perfil inflamatério no tecido
encefalico e muscular esquelético em um modelo animal de distrofia muscular de

Duchenne;

-Analisar os efeitos da dieta cetogénica sobre o estresse oxidativo no tecido
encefélico e muscular esquelético em um modelo animal de distrofia muscular de

Duchenne;

-Analisar os efeitos da dieta cetogénica sobre a atividade do complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial e creatina quinase no tecido encefalico e muscular

esquelético em um modelo animal de distrofia muscular de Duchenne.

-Avaliar os efeitos da dieta cetogénica sobre os niveis de BDNF em tecido encefalico

em um modelo animal de distrofia muscular de Duchenne.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo apresenta-se como pré-clinico com delineamento

experimental.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

As etapas experimentais ocorreram no Laboratério de Neurociéncia
Experimental (LaNEx) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL). As
analises bioguimicas foram realizadas no Laborat6rio de Bioquimica e Biologia
Molecular da referida universidade, bem como da unidade do campi de Tubardo-SC
(Laboratério de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabdlicos); e,
Laboratério de Fisiopatologia Experimental da Universidade do Extremo Sul de
Santa Catarina (UNESC).

As andlises bioquimicas foram realizadas utilizando reagentes especificos por
técnicas: acido 2-tiobarbitirico =298%, Sigma Aldrich®; dinitrofenilidrazina (DNPH);
Brometo de hexadeciltrimetilamoénio 0,5% (HTAB); 5,5'-Ditiobis-(2-nitrobenzoic acid)
>98%, Sigma Aldrich®; albumina bovina, 298%; kits de ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica (ELISA) de citocinas para camundongos, BioAssay Systems®, USA; kit
quantitativo colorimétrico de BDNF, BioAssay Systems®, USA); kit quantitativo
colorimétrico de corpos cetdnicos, BioAssay Systems®, USA; tiopental sodico,
10mg/kg, Thiopentax®, Brasil. Todos os reagentes utilizados foram de grau de alta
pureza.

Para avaliacdo da memodria e habituacéo, foi utilizada a caixa de esquiva
passiva para camundongos - step down (equipamento em aluminio de 2mm, chéo
de barras de aco inoxidavel com espagamento de 12,5mm, area interna de fuga com
260 mm x 100 mm, porta e frente em acrilico transparente, com alimentagéo
127/220V) e a caixa de teste campo aberto (equipamento em madeira MDF branca,
40 cm x 60 cm, chdo demarcado com linhas pretas em 09 quadrantes, delimitado

por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo a da frente em vidro transparente).
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3.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos adultos mdx e camundongos C57bl/6 (wt), na
fase adulta (50 dias de vida). Os animais C57bl/6 wild type foram procedentes da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC); e, os animais mdx foram
provenientes da Universidade de S&o Paulo (USP).

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno de dimensdes
adequadas, com maravalha, em ambiente climatizado (22 °C £ 2 °C), com ciclo
claro/escuro de 12 horas, controlado por timer, recebendo agua e dieta padrédo ad
libitum durante todo o periodo de experimento.

O numero de animais por grupo foi calculado em n =8. A férmula emp regada
para o calculo foi a equagao n /grupo=2[(Za/2 +ZB) x d/A]2., para comparagao de
duas médias, considerando-se o poder de teste de 80%, o nivel de significancia de
5%, o desvio padrao de 12,5% a partir de registros de estudos anteriores e o valor
da diferencga a ser detectada igual a 18%.

Considerando os testes comportamentais, € necessario n=210 animais em
cada grupo para identificar diferencas estatisticamente significativas e
biologicamente relevantes entre o desempenho basal e os efeitos do tratamento.
Esse tamanho amostral baseia-se em experiéncia prévia em estudos desta

natureza.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Ao completar 50 dias de vida, os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais: wt+DC, wt+DCet, mdx+DC, mdx+DCet e mantidos em jejum de 8
horas antes do inicio dos procedimentos. Apds esse periodo, foram expostos a dois
tipos de dieta por 14 dias?*>1%>1%: dieta cetogénica (DCet) ou dieta controle (DC).

Em relacdo as dietas ofertadas, foram utilizadas duas dietas com diferentes
composigdes nutricionais: a DC, em pellets, com 22% de proteinas, 10% de
gorduras totais e 68% de carboidratos (Nuvilab® CR1 Nuvital Nutrientes S/A, Brasil);
a DCet, ndo peletizada, com 10% de proteinas, 90% de gorduras totais e 0,1% de
carboidratos (PragSolucdes®, Brasil) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composic¢éo nutricional das dietas em estudo, por por¢cao de 100g

Minimo estimado®  Dieta controle®*  Dieta cetogénica®

Calorias (kcal) 360 398 676
% g % g %
Proteinas 14 22 22,1 17,6 10,4
Lipideos 10 4,5 10,2 67,2 89,5
Carboidratos 76 67,3 67,7 0,2 0,1

(1)AIN-93M™’. (2)Dieta controle = racéo padréo. (3)Dieta cetogénica = racéo teste(PragSolucdes®).

Devido as diferencas de composicdo de macronutrientes, as racodes
apresentaram diferentes apresentacdes e texturas. Enquanto a racdo padrao (DC)
permite o processo de peletizagcdo por compactacdo de ingredientes a partir da
transformacdo da dieta farelada, a racdo teste (DCet) apresenta formulagéo
hiperlipidica que afeta diretamente o0 processo de peletizacdo, reduzindo a
compactacao.

A peletizagdo define-se como um processo fisico-quimico adicionando-se
vapor a racdo farelada submetendo-a aos fatores temperatura, umidade e presséo
por um tempo determinado, visando entre outros objetivos a gelatinizacdo de amidos
e a plastificacdo das proteinas. Neste processo, as formulacbes apresentam
multiplas possibilidades de peletizacdo, porém alguns fatores sao decisivos no
tratamento como, por exemplo, a adicdo acima de 2% de gordura que interfere na
qualidade dos pellets'®. Portanto, a dieta cetogénica com 90% de gordura na sua
formulacdo, torna-se invidvel a peletizacdo, apresentando-se na textura
caracteristica de gorduras em temperatura ambiente (sélida pastosa).

A fim de minimizar o viés de acesso, ambas as dietas foram ofertadas da
mesma forma, na grade. Ressalta-se que mesmo néo peletizada, foi possivel ofertar
porcdes de dieta cetogénica na grade sem intercorréncias, permitindo o acesso livre
aos animais. Considera-se ainda destacar que a necessidade inata do camundongo
de desgastar os dentes incisivos devido ao crescimento continuo foi considerada
pelo protocolo de curta duracéo da dieta (14 dias)*®.

No 14° e 15° dia, os animais foram submetidos aos testes comportamentais,

seguido de morte indolor assistida (MIA) no 15° dia (Figura 1).
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Figura 1 — Desenho esquematico de sequéncia e tempo do protocolo experimental

3.5 ENSAIOS, TESTES E TECNICAS APLICADAS

3.5.1 Afericdo da massa corporal e consumo de racao

A massa corpoérea foi aferida duas vezes por semana durante o periodo de
dietoterapia, no mesmo momento do dia por pesquisadores treinados utilizando
balanca digital. O controle de ganho de massa foi realizado pela variacdo simples
(final — inicial) e pelo percentual de ganho de massa seguindo a férmula: A% =
[(massa final - massa inicial/ massa inicial)x100].

A quantidade de racdo ofertada foi estimada pelo numero de animais em cada
caixa e considerando a quantidade média de racdo consumida por animal por dia em
aproximadamente 6g (+ 10% de perda)'’’. Os animais do mesmo grupo foram
distribuidos aleatoriamente, separados por sexo, em 1< n <5, pois o isolamento
social modifica o perfil bioquimico e o padrdo de consumo de modelo animal
experimentais™*.

O calculo final do consumo de ragédo foi realizado pela diferenca entre a
guantidade de alimento oferecido e o residual. O valor final foi uma média do

consumo diario por animal por caixa, expresso em g/animal/dia.
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3.5.2 Memoria e aprendizado

3.5.2.1 Esquiva inibitoria

A avaliacdo da memoéria por esquiva consistiu em duas etapas: treino e teste,
realizadas em um intervalo de 24 horas para avaliar memoria aversiva de longa
duracdo. A avaliacdo foi realizada pelos mesmos pesquisadores utilizando-se de
equipamento especifico para tal avaliacdo: caixa de esquiva passiva. Na sessdo de
treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que o animal levou
para descer com as quatro patas da plataforma foi cronometrado. Esse periodo de
tempo é denominado laténcia. Imediatamente apos descer da plataforma (com as
quatro patas), o animal recebeu um choque de 0,2 mA durante 2 segundos. Na

sessdo de teste, o animal foi novamente colocado na plataforma e medido o tempo

que ele levou para descer (laténcia), porém sem administracdo de choque. A
79,112

laténcia é um parametro classico de retencao de memoaria

Figura 2 - de

esquiva passiva para camundongos (step down)

3.5.2.2 Habituacdo ao campo aberto (open field)

A avaliacdo da habituacdo em campo aberto consistiu em duas etapas: treino
e teste, realizadas em um intervalo de 24 horas, por dois pesquisadores capacitados

utilizando-se de equipamento especifico e técnica de observacdo. Na sessdo do
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treino, um animal por vez foi cuidadosamente colocado no quadrante posterior
esquerdo por um dos pesquisadores, a partir do qual se observou o comportamento
exploratorio do ambiente livremente por 5 minutos. Na sessdo teste, 0os animais
foram novamente colocados individualmente na caixa exploratoria para a mesma

avaliacdo. Os numeros de cruzamentos através dos quadrantes (crossing: atividade

motora) € 0 numero de rearings (atividade exploratoria, na qual o animal se
79,112

posiciona sobre duas patas) foram avaliados em ambas as sessdes

Figura 3 — Caixa para avaliacdo da habituacdo em campo aberto (open field)

3.5.3 Coleta de material biologico

Imediatamente apdés a MIA por aprofundamento anestésico (aplicacédo
intraperitonial), foram retiradas amostras de estruturas: do tecido encefélico
relacionadas com aprendizado e memoria e onde apresentam maior expressao da
distrofina® (cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e cértex total) por
dissecacdo cirurgica; do sangue, por puncado cardiaca para avaliacdo da cetonemia,
e, do tecido muscular (gastrocnémio) com objetivo de controle por ser uma patologia
neuromuscular também por dissecacdo cirdrgica. As amostras foram mantidas a

80°C negativos para andlises bioquimicas subsequentes.
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3.5.4 Determinacdes bioquimicas

3.5.4.1 Determinacéo dos niveis TNF-a, IL-1B IL-6 e IL-10

Foram analisadas as concentragfes das citocinas (TNF-a, IL-1B IL-6 e IL-10)
pelo método de ELISA e utilizando-se kits padronizados especificos, seguindo as
recomendacdes do fabricante, com as dosagens sendo feitas em replicata.

Dessa forma, em resumo, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100
Ml anticorpo de captura diluido em coating buffer e incubadas sob refrigeracao
durante a noite para aderéncia do anticorpo. Apds este periodo, 0os pocos foram
lavados por trés vezes com 250 ul de tampao. Posteriormente a placa foi bloqueada
para evitar ligacGes inespecificas com 100 ul de solucdo de bloqueio (1% de
albumina de soro bovino (BSA) em solugédo salina tamponada com fosfato (PBS)
estéril, pH 7,2) e incubada 1 hora em temperatura ambiente. Terminado este prazo,
0s pocos foram lavados novamente, como descritos acima.

ApoOs o bloqueio foram adicionados 100 pl das amostras diluidas 1:3 em
reagente de diluicdo (1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) e colocadas novamente em
camara umida e incubadas overnight em temperatura ambiente. As amostras foram
plaqueadas em duplicata e colocado 100 ul de solucdo de diluicho em um pocgo para
caracterizacdo do branco. Apds este periodo as placas foram lavadas como descrito
previamente.

Apbs a lavagem, foi adicionado 100 pl do anticorpo de deteccao previamente
diluidos em reagente de diluicdo (1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) em cada pogo. A
placa foi incubada em temperatura ambiente por 1 hora. Os pocos foram lavados
novamente, como descritos acima. Posteriormente foi adicionado 100ul de
estreptoavidina-HRP por poco. A placa foi incubada no escuro em temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds este tempo, 0s pocos foram lavados mais uma vez.
Posteriormente 100 pl da solugéo de substratos (reagente de cor A-H,O, e reagente
de cor B-OPD 1:1) foram adicionadas por poc¢o, seguido da incubacao de 30 minutos
ao abrigo da luz em temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com 50 pl de
H.SO4(2N) por poco. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em

comprimento de onda de 490nm.
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3.5.4.2 Ensaio da mieloperoxidase

A presenca de neutréfilos nos tecidos foi medida indiretamente através da
quantificacdo da atividade da enzima MPO. Para isso, os tecidos selecionados foram
primeiramente homogeneizados em solu¢do de tampao PBS-HTAB (100 pL para
cada 50 mg de tecido). As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4000 rpm
X g a 4°C. Coletou-se o sobrenadante e centrifugou-se novamente a 4000 rpm por
mais 15 min. Pipetou-se 50 uL de solu¢do de homogeneizacao (PBS, acido diamino
tetra-acético (EDTA) 5 uM, HTAB 0,5 %), 50 uL do sobrenadante e 50 uL de o-
dianisidina0,68 mg/mL (1 tablete de o-dianisidina 10 mg, 14,7 mL de agua milli-q) em
duplicata na placa de 96 pocos. A placa foi incubada a 37°C na leitora por 15 min e
apos esse periodo foi adicionado 50 uL de solucao de H,O,. Repetiu-se o processo
de incubacédo por mais 10 min a 37°C e seguiu para leitura em espectrofotbmetro, a
460 nm. Para o branco s6 foram utilizados 200 uL de tampédo substrato. Para a
determinacdo do valor da MPO, foi realizada uma curva padrdo, utilizando-se
concentracfes pré determinadas, utilizando a equacgéo: y = 1,2358x+ 0,252. Onde y
€ a concentracao de MPO em ng/mL e x o valor encontrado da reacéao final derivada

da suspensao celular.

3.5.4.3 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

A taxa de peroxidacdo lipidica foi avaliada pela mensuracdo das substancias
reativas ao TBARS. Para esta analise seguiu-se o protocolo descrito por Draper e
Hadley (1990)"". Este método se baseia na reacdo de duas moléculas de &cido
tiobarbitirico com uma de malondialdeido (MDA), produzindo um complexo de
coloracdo résea que pode ser quantificado pela leitura em espectrofotbmetro. Esta
reacao ocorre em pH acido e em temperaturas entre 90 e 100°C. Uma aliquota de
100 pL de tecido encefalico e muscular foi homogeneizada de 200 a 1000 pyL de uma
solucdo de &cido tricloroacético (10%) - acido tiobarbitarico (0,067%), aquecido por
15 minutos em agua fervente e resfriado em agua com gelo, centrifugado por 10
minutos. O sobrenadante foi utilizado para quantificar os TBARS em
espectrofotdometro em um comprimento de onda de 535nm. Os resultados obtidos

foram comparados com uma curva padrdo de MDA. A concentracdo dos TBARS foi
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determinada utilizando-se 1,56 x 10° x M'cm™ como coeficiente de extingdo molar

de MDA. Os valores foram expressos em ng de TBARS/mL de tecido®®.

3.5.4.4 Medida do dano oxidativo em proteinas

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi  determinado,
espectrofotometricamente, pela medida de grupos carbonil conforme protocolo
padrdo descrito por Levine e colaboradores (1990)** As amostras obtidas foram
precipitadas em adicdo de acido tricloroacético 20% e as proteinas dissolvidas com
DNPH. A absorbancia do conteddo dos grupamentos carbonil foi lida
espectrofotometricamente em 280 nm. A concentracdo de proteinas carboniladas foi

expressa em nmol/miligrama de proteina™**.

3.5.4.5 Conteudo total de tiois livres

Para analisar os niveis de tibis livres, as amostras foram precipitadas com
tricloroacético (10%), centrifugado e, o sobrenadante foi adicionado ao 5,5 Ditiobis-
2-nitrobenzoico-1,7 (DTNB) e tampéo tris-HCI (30 mM, contendo 3 mM de EDTA, pH
8,9), gerando um derivado de coloracdo amarela e lido espectrofotometricamente a
412 nm. Essa técnica tem por objetivo avaliar o grupo sulfidrila (SH) néo

oxidados.Os resultados foram expressos em tidis livres nmol/mg de proteina**>.

3.5.4.6 Atividade dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial

Para a determinacdo da atividade dos complexos enzimaticos da cadeia
respiratoria, a estrutura cerebral foi homogeneizada (1:10, p/v) em tampéo, pH 7,4.
O homogenato foi centrifugado a 800xg por 10 minutos e o sobrenadante
armazenado a 80°C negativos para determinacao da atividade enzimatica.

A atividade do complexo | foi avaliada pelo método descrito por Cassina e
Radi (1996)*'° pela taxa de NADH-dependente da reducao do ferricianeto a 420 nm.
E a atividade da CK foi determinada de acordo com a metodologia de Hughes
(1962)" e medida em 550 nm. A atividade do complexo foi expressa em nmol/min.g
por proteina, enquanto a atividade de CK foi expressa em mg/proteina.
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3.5.4.7 Quantificacao dos niveis do BDNF

Os niveis de BDNF foram medidos por um kit ELISA sanduiche anti-BDNF, de
acordo com as instrugdes do fabricante. Para esta analise, em resumo, as amostras
foram homogeneizadas em solugédo tampéao de fosfato com 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonilo e 1 mM de acido glicol éter diamino tetra-acético (EGTA). As
placas de microtitulagdo de 96 pogos (de fundo plano) foram revestidas durante 24
horas com as amostras diluidas 1:2 em diluente de amostra e padrao de curva que
varia entre 7.8 para 500 pg/ml de BDNF. Os pogos foram em seguida lavados quatro
vezes com diluentes de amostra, e um anticorpo de coelho anti-BDNF monoclonal
diluido a 1:1000 em diluente da amostra foi adicionado a cada pogo e incubado
durante 3 horas em temperatura ambiente . Apos alavagem , um anticorpo
peroxidase anti-coelho conjugado (diluido a 1:1000) foi adicionado a cada pogo e
incubado em temperatura ambiente durante lhora. A quantidade de BDNF foi
determinada por absorbanciaa 450 nm. A curva padrao demonstrou uma rela ¢éao
direta entre a densidade 6ptica e concentragido de BDNF. A proteina total foi medida

pelo método BCA, utilizando a BSA como um padrao.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo, natureza e proposta de utilizacao

(continua)
Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacéo
Massa corporal | Dependente Discreta g £DP
Consurpo de Dependente Continua g/dia/animal £DP
racéo
Memqua Dependente Continua seg
aversiva
Memorlagle Dependente Discreta numeros absolutos
habituacao
Citocinas Dependente Continua pg/mL
Mieloperoxidase | Dependente Continua DO/mg por proteina
TBARS Dependente Continua ng/mL
Carbonilacdo Dependente Continua nmol/mg
Tiois Dependente Continua nmol/mg
Metabo'h,_c,mo Dependente Continua nmol/min.g por proteina
energeético
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(concluséo)

CK Dependente Continua nmol/min.mg por proteina
BDNF Dependente Continua pg/mL
Distrofina Independente Dicotbmica sim ou néo
Dieta Independente Dicotomica DC ou DCet

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISES DOS DADOS

Para analise estatistica, foi utilizado o programa Prism, GraphPad Software. O
teste de Shapiro-Wilk foi aplicado previamente para checar a normalidade dos
dados. Os dados do teste de habituacdo ao campo aberto e das avaliacGes
bioquimicas foram considerados paramétricos e expressos por média e desvio-
padrdo da média. As comparacdes estatisticas entre os grupos foram realizadas por
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey.
ComparagOes estatisticas entre dois fatores foram analisados pelo teste t para
amostras pareadas. Os dados referentes ao teste de esquiva inibitoria foram
considerados ndo paramétricos e expressos em mediana e intervalo interquartil; as
comparacoes estatisticas entre dois fatores foram realizadas pelo teste de Mann-
Whitney. Para todas as analises, as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratério,
além das recomendacdes para 0 uso de animais da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento (SBNeC). Este projeto foi executado apos
aprovacdo pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais - CEUA da

Universidade do Sul de Santa Catarina, conforme Registro 16.051.4.011V.
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4. RESULTADOS

4.1 MASSA CORPORAL E CONSUMO DE RACAO

As médias iniciais e finais de massa corporal estdo descritas na tabela 2 e

mostram o ganho ponderal durante o periodo de dietoterapia em todos 0s grupos.

Tabela 2 — Média de massa corporal e ganho ponderal por grupo

. . h h
Grupos Inicial (g) Final (9) G.an o.d.e massa Ganho
(final - inicial) (g) ponderal (%)
wt+DC 22,4 +2 48" 23,542,545 1,4+2,40% 4
wt+DCet 17,8 +4,01* 19,7+3,43" 1,9+2,54% 20
mdx+DC 14,9 +2,15* 18,8+1,85° 3,8+3,00° 36
mdx+DCet 18,8 +3,53" 19,0+3,00* 0,2+3,49° 4

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os grupos.
Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas entre a massa corporal
final e inicial no mesmo grupo. Resultados apresentados como médiatdesvio-padrao
(p<0,05).*ANOVA, pos-teste de Tukey.

Ao final dos 14 dias de dietoterapia experimental, todos 0s grupos
apresentaram ganho de massa corporal, havendo diferenca significativa entre essa
variacdo no mesmo grupo exceto para os animais do grupo mdx+DCet (p=0,752).
Entre os grupos foi significativa a diferenca de ganho de massa entre os animais que
receberam DC (p=0,004) e entre os animais mdx (p=0,0001).

Embora o grupo mdx+DC tenha apresentado o menor peso final entre os
grupos,foram os animais que apresentaram o0 maior ganho de massa (3,8+3,00)
durante o tratamento, enquanto os animais mdx+DCet mantiveram a média durante
0s 14 dias de dieta com menor variagao (final - inicial) entre os grupos (0,2+3,49).

Entre o grupo de animais selvagens, observou-se que a dieta cetogénica
(wt+DCet) promoveu ganho de massa em comparagdo a DC, sem diferencas
estatisticas (p=0,059). Em contraste, com diferenca estatisticamente significativa, os
animais mdx apresentaram ganho de massa quando alimentados com DC,
representando o maior percentual de ganho ponderal entre os grupos (p<0,001).
Nenhum grupo apresentou média de perda de peso ponderal. Ressalta-se que nao
foi avaliada composigcédo corporal e, portanto, ndo ha distingdo de composi¢cdo de

massa muscular ou tecido adiposo especificamente.
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A média de consumo de ragdo e o valor calérico diario consumido estédo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Dados descritivos de consumo de ragao e valor nutricional por animal por
dia

Grupos Consumo (g) Valor caldrico (kcal) Carb (g) Prot(g) Lip(9)

wt+DC 4,4 +9,17 18 11,87 3,88 0,79
wt+DCet 2,2 +2,33 15 0,03 2,56 9,77
mdx+DC 3,5 +5,23 14 9,50 3,10 0,64
mdx+DCet 1,8 +1,57 12 0,02 2,19 8,37

Resultados apresentados como médiatdesvio-padrdo ou média.

Durante os 14 dias de tratamento foi possivel observar que 0s grupos que
receberam DC apresentaram maior consumo de racdo quando comparados aos que
receberam DCet, sendo proporcional o consumo caldérico apesar da maior densidade
energética dessa Ultima.Entre os animais mdx, aqueles alimentados com DC tiveram
a maior média de consumo diario de racdo (3,5+5,23). Os animais mdx+DCet
apresentaram a menor média diaria de consumo (1,8+1,57) entre 0s grupos, com

ingesta calorica equivalente.

4.2 MEMORIA E APRENDIZADO

A memoria e aprendizado foram avaliados através do teste de esquiva
inibitéria, para avaliar o comprometimento da memoéria aversiva (Figura 4) e do teste

de habituagdo em campo aberto, para avaliar a memoéria de habituacéo (Figura 5).
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Figura 4 — Teste de esquiva inibitéria
Os dados estdo expressos em mediana e desvio interquartil. Teste Mann Whitney (*p<0,05 vs. treino)

Na sessdo de treino, ndo houve diferenca no tempo de laténcia entre os
grupos mdx e o0s grupos selvagens (wt). Observou-se, no entanto, que houve
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) no tempo de laténcia entre o teste e
o treino dos grupos de animais selvagens e do grupo mdx+DCet. Os animais
mdx+DC ndo apresentaram diferencas significativas no tempo de permanéncia da
plataforma apds 24hs, sugerindo um comprometimento caracteristico da memoria
aversiva de longa duracdo nesse modelo animal. Em contrapartida, o tratamento
com dieta cetogénica foi significativo em contribuir com a retencdo de memoaria tanto
no modelo animal da doenca (mdx+DCet), como nos animais selvagens (wt+DCet),

comparando-se ao aprendizado retido pelo grupo controle (wt+DC).
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Quanto ao teste de habituacdo ao campo aberto, na sessao de treino, nao
houve diferenca no tempo de laténcia entre os grupos avaliados. Quando compara-
se treino com o teste, houve uma diminuicdo significativa no nimero de crossings e
rearings nos grupos wt+DC e wt+DCet, evidenciando uma retencdo da memoria de
habituacdo. No grupo mdx+DC ndo houve uma diminuicdo significativa,
demonstrando uma alteracdo na memoria. J& nos animais mdx submetidos a dieta
cetogénica, pode-se observar uma diminui¢éo significativa do nimero de crossings e
rearings na sesséo de teste em relacdo aos treinos, ou seja, ndo houve alteracéo na

memodéria de habituacdo nesses animais.

150+
" @ Treino - Crossing
= I Teste - Crossing
. E 1004 * . @B Treino - Rearing
5 = I | Teste - Rearing
O *
Eo ] [
=2
= 504
[72] * * *
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o T T
0-
DC DCet DC DCet
wi mdx

Figura 5 — Teste de habitagdo em campo aberto
Os dados estédo expressos em média e desvio-padrao. ANOVA (*p<0,05 vs. treino)

4.3 PROCESSO INFLAMATORIO

Os dados desta sessdo demonstram os resultados obtidos nas avaliacdes dos
niveis de citocinas pro- e anti-inflamatorias (Figuras 6 a 9) e da atividade de MPO

através da figura 10.
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A figura 6 apresenta os niveis de TNF-a nos tecidos analisados: cerebral (6A

— 6E) e muscular (6F) por grupo e por tipo de dieta.
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Figura 6 — Niveis de TNF-a no tecido cerebral e muscular de camundongos (wt e
mdx) tratados com DC e DCet

(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cortex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em média e desvio-padrao. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre
mdx+DCet e mdx+DC.



60

Pode-se observar um aumento significativo dos niveis de TNF-a nos animais
mdx+DC comparados aos animais controles selvagens (wt+DC) especificamente nas
regides do hipocampo (6C) e no tecido muscular analisado (6F)., onde o aumento foi
significativo.

Porém, com 14 dias de dietoterapia cetogénica (mdx+DCet) observou-se
reducgBes significativas (p<0,05) nas concentragBes dessa citocina pré-inflamatéria
nas regides afetadas (6C e 6F). Nas demais regibes analisadas, ndo houve
alteracdes estatisticamente significativas entre os grupos.

No que se refere aos niveis de IL-13, outro mediador pro-inflamatorio, a figura
7 mostra a influéncia da dietoterapia nos tecidos cerebral (7A — 7E) e muscular (7F)

por grupo de animal tratado.
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Figura 7 — Niveis de IL-1B no tecido cerebral e muscular de camundongos (wt e
mdx) tratados com DC e DCet
(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cortex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em média e desvio-padrdo. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre

mdx+DCet e mdx+DC.
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Os niveis de IL-1B apresentaram-se significativamente elevados nos animais
mdx+DC em relacdo aos animais wt+DC nas regifes do pré-frontal (7A), hipocampo
(7C), cortex (7E) e gastrocnémio (7F).

Como mostrado na figura 7, a quantificacdo de IL-13 apds 14 dias de dieta
cetogénica indicou uma reducao significativa (p<0,05) dessa interleucina no grupo
mdx+DCet nas regifes afetadas (7A, 7C, 7E, 7F) quando comparados aos animais
mdx+DC. Os niveis de IL-13 n&o se apresentaram alterados no cerebelo e estriado,
sugerindo que ndo houve prejuizo inflamatorio significativo nessas regides.

A figura 8 apresenta a analise de IL-6 nos tecidos cerebral (8A — 8E) e

muscular (8F) dos animais por dieta por grupo.
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Figura 8 — Niveis de IL-6 no tecido cerebral e muscular de camundongos (wt e mdx)

tratados com DC e DCet

(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cértex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em média e desvio-padrdo. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre
mdx+DCet e mdx+DC.
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Os animais mdx+DC apresentaram niveis de IL-6 significativamente menores
(p<0,05) no hipocampo (8C) quando comparados com 0s animais controle wt+DC.

Apoés 14 dias de tratamento com dieta cetogénica, observou-se um aumento
significativo dos niveis de IL-6 na regido do hipocampo (8C) dos animais mdx+DCet
em comparac¢do com os animais mdx+DC. Nas demais areas analisadas, incluindo o
tecido muscular, ndo houve alteragdes significativas dessa citocina.

Para avaliar a producdo enddgena de citocinas anti-inflamatérias, foram
analisados os niveis de IL-10, expressos na figura 9, de acordo com os tecidos

analisados: cerebral (9A — 9E) e muscular (9F).
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Figura 9 — Niveis de IL-10 no tecido cerebral e muscular de camundongos (wt e mdx)

tratados com DC e DCet

(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cértex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em média e desvio-padrao. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre
mdx+DCet e mdx+DC



66

No tecido cerebral, observou-se uma diminuicdo significativa (p<0,05) dos
niveis de IL-10 nos animais mdx+DC em comparacdo ao grupo controle (wt+DC)
somente no hipocampo (9C). Os niveis de IL-10 também foram estatisticamente
inferiores no tecido muscular (9F) do mesmo grupo de animais nao tratados
(mdx+DC).

Em contrapartida, apenas no tecido muscular (9F) houve recuperacio
significativa dos niveis dessa citocina nos animais mdx+DCet quando comparados
com os animais controle mdx+DC. No hipocampo, o aumento dos niveis de IL-10
pela dieta cetogénica nao foi estatisticamente significativa, bem como nas demais
regides analisadas.
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A figura 10 apresenta o resultado da analise de MPO no tecido cerebral (10A

— 10E) e muscular (10F) por grupo e dietoterapia.

Z

U

=  0.08- = 0.03- .
o * o
2 ko
S 0.06- <
o S 0.02-
e e T
(=1 (=
2 0.04 2
o) S 0.01-
g 002 # ) T
o o
a —_ T a
=  0.00 : . = 0.00- . r
DC DCet DC DCet DC DCet DC DCet
wit madx mdx
= 0.05q . = 0.015-
£ £ *
[ [
s 0.044 s
o 003 S 0.010-
a g #
j=)] # [=]
£ ooz £ ooos T
o 5  0.005
a T a
= 0.01 =
3 : i i
o o
=  0.00-l sl T T =  0.000- T T
DC DCet DC DCet DC DCet DC DCet
wt mdx mdx
= 0.10- * = 0.10-
£ £ *
g 0.08 ‘3 0.084
(=1 (=
& 0.06- & 0.06-
(=1 (=
{=)] [=2]
E 004 £ 0.04] #
o | o
2 002 2 0021 T
2 oo NI 2 i
o o i i
=  0.004 T T =  0.00- ‘ T T
DC DCet DC DCet DC DCet DC DCet
wt madx mdx
Figura 10 — Niveis de mieloperoxidase no tecido cerebral e muscular de

camundongos (wt e mdx) tratados com DC e DCet

(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cortex; (F) Gastrocnémio. Dados
expressos em média e desvio-padrdo. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre mdx+DCet e

mdx+DC
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Pela figura 10 observou-se aumento significativo (p<0,05) nos niveis de MPO
entre os animais mdx+DC em relagdo aos animais wt+DC em todos os tecidos,
confirmando o perfil inflamatério nos animais mdx em relagdo aos seus controles.
Os resultados demonstraram que a dietoterapia cetogénica apresentou importante
atividade anti-inflamatéria, caracterizada pela reducdo significativa (p<0,05) da
atividade da enzima MPO no cortex pré-frontal (10A), no hipocampo (10C), no
estriado (10D) e no gastrocnémio (10F) dos animais mdx+DCet em comparacdo aos
animais mdx+DC. No cerebelo (10B) e cortex (10E) essa reducdo nédo foi

significativa.

4.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Sabe-se gque no processo fisiopatologico da DMD ocorre o desequilibrio entre
a formacéo de agentes oxidantes e a atividade antioxidante, aumentando o dano e
degeneracgéo da fibra muscular e tecido neuronal. Para avaliacdo desse processo,
foram realizadas também as analises da atividade de agentes antioxidantes por
TBARS, carbonilacdo de proteinas e tibis livres, descritas nas figuras 11, 12 e 13,
respectivamente.

A figura 11 apresenta a quantificacdo de lipidios peroxidados obtido em cortex
pré-frontal (11A), cerebelo (11B), hipocampo (11C), estriado (11D), cértex (11E) e

gastrocnémio (11F).
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Figura 11 — Niveis de peroxidagéo lipidica no tecido cerebral e muscular de
camundongos (wt e mdx) tratados com DC e DCet

(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cortex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em média e desvio-padrédo. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre
mdx+DCet e mdx+DC
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Os niveis de peroxidacgdo lipidica apresentaram-se estatisticamente (p<0,05)
mais elevados nos animais mdx (mdx+DC) em relacdo ao seu grupo controle
(wt+DC) especificamente nas regiées do hipocampo (11C), estriado (11D), cortex
(11E) e no tecido muscular (11F). Nas regibes C, E e F o tratamento pela dieta
cetogénica promoveu reducdo significativa dos niveis de MDA. No estriado, a
dietoterapia mostrou reducdo do dano aos lipideos, porém, ndo significativa. Nas
regides do cortex pré-frontal (11A) e cerebelo (11B) ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos wt e mdx.

A figura 12 apresenta os resultados do dano a proteina identificado em cortex
pré-frontal (12A), cerebelo (12B), hipocampo (12C), estriado (12D), cértex (12E) e

gastrocnémio (12F).
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Figura 12 — Niveis de carbonilacdo de proteinas no tecido cerebral e muscular de
camundongos (wt e mdx) tratados com DC e DCet

(A) Céortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cértex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em meédia e desvio-padrdo. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre
mdx+DCet e mdx+DC
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O dano oxidativo em proteinas apresentou niveis significativamente (p<0,05)
mais elevados na regido do cértex pré-frontal (12A), hipocampo (12C) e tecido
muscular (12F) dos animais mdx+DC quando comprados aos animais controle
(wt+DC). A dieta cetogénica foi efetiva para reduzir significativamente a carbonilacdo
de proteinas no hipocampo e tecido muscular (p<0,05), enquanto na regido prée-
frontal essa reducdo nédo foi estatisticamente significativa. Nas demais estruturas
(12B, 12D, 12E) ndo houve interferéncias significativas pela dieta cetogénica entre
0S grupos wt e mdx.

A figura 13 mostra os niveis de tiois livres obtido no tecido cerebral (13A —
13E) e muscular (13F) dos animais analisados.
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Figura 13 — Niveis de tidis livres no tecido cerebral e muscular de camundongos (wt
e mdx) tratados com DC e DCet

(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cértex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em meédia e desvio-padrdo. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre
mdx+DCet e mdx+DC
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Pela figura, observa-se que os animais mdx alimentados com dieta
cetogénica (mdx+DCet) apresentaram aumento significativo (p<0,05) da atividade
antioxidante quando comparados aos animais mdx+DC especificamente nas
estruturas do cortex pré frontal (13A), hipocampo (13C) e cértex (13E). Nas demais
estruturas (13B, 13D) n&o houve interferéncias significativas pela dieta cetogénica
entre 0s grupos wt e mdx, inclusive no tecido muscular (13E), o qual apresentou

niveis aumentados de proteinas tidis em todos 0s grupos.

4.5 METABOLISMO ENERGETICO

Para avaliar os efeitos da dieta cetogénica sobre o estégio inicial da cadeia
respiratoria, foi analisada a atividade do complexo respiratorio | em tecido encefalico
e musculo gastrocnémio (Figura 14), além da creatina quinase (Figura 15) em tecido
encefalico e musculo gastrocnémio.

A figura 14 exp0e os resultados da atividade do complexo | da cadeia respiratoria
em cortex pré-frontal (14A), cerebelo (14B), hipocampo (14C), estriado (14D), cértex
(14E) e gastrocnémio (14F).
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(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cortex; (F) Gastrocnémio.
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Pela figura 14 observa-se que entre os animais selvagens, apenas no
cerebelo (14B) houve alteragcédo significativa (p<0,05) entre o tipo de intervencéao,
com aumento da atividade enzimatica do complexo | no grupo wt+DCet. Nessa
mesma regido, observa-se que a DCet exerce influéncia sobre a atividade
enzimatica tanto nos animais wt, quanto nos animais mdx.

Os animais mdx+DC apresentaram niveis mais significativamente (p<0,05)
elevados da atividade enzimatica do complexo | em todos os tecidos analisados,
com excecdo do estriado (14D) e do musculo gastrocnémio (14F). Contudo, a
intervencdo com a dieta cetogénica promoveu reducdo significativa (p<0,05) na
atividade deste complexo nos animais mdx (mdx+DCet), com excecéo da regido do
estriado (14D), onde ndo houve qualquer alteracdo significativa entre os grupos,
evidenciando que o protocolo utilizado néo foi capaz de interferir nessa éarea
analisada.

A figura 15 expde os resultados da atividade da CK em cortex pré-frontal
(15A), cerebelo (15B), hipocampo (15C), estriado (15D), cértex (15E) e gastrocnémio
(15F).
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(A) Céortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cértex; (F) Gastrocnémio.
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Como visto pela figura 15, observou-se atividade da CK bastante heterogénea
entre os tecidos analisados. No cerebelo (15B) e no cortex (15E) ficou evidenciado
que o protocolo utilizado ndo foi capaz de interferir nestas regides do SNC, néo
havendo alterac¢des significativas do parametro analisado.

Contudo, os camundongos mdx+DC exibiram maior atividade (p<0.05) da CK
do que os camundongos wt na mesma dieta, nas regides do cortex pré-frontal (15A)
e tecido muscular (15F). No estriado (15D), no entanto, os camundongos mdx
independente da dieta apresentaram reducdo significativa (p<0,05) da atividade
enzimatica quando comparados aos seus controles. No hipocampo (15C), essa
reducdo foi observada apenas no grupo mdx+DCet, sendo significativa (p<0.05)

guando comparado ao grupo wt+DCet e mdx+DC.

4.6 QUANTIFICACAO DO BDNF

As quantificacbes do BDNF no tecido cerebral (Figura 16A — 16E) por grupo

de animais tratados estdo descritos a seguir.
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Figura 16 — Niveis de BDNF em tecido cerebral de camundongos (wt e madx)
tratados com DC e DCet

(A) Cortex pré-frontal; (B) Cerebelo; (C) Hipocampo; (D) Estriado; (E) Cortex; (F) Gastrocnémio.
Dados expressos em média e desvio-padrédo. (*)p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (#)p<0,05 entre
mdx+DCet e mdx+DC
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Nos animais mdx+DC, os niveis do BDNF foram significativamente menores

(p<0,05) no hipocampo (16C) e no estriado (16D) quando comparados com 0sS

animais controle wt+DC.

Apoés 14 dias de tratamento com dieta cetogénica, observou-se um aumento

significativo da quantificagdo do BDNF na regido hipocampal (16C) dos animais

mdx+DCet em comparagdao com os animais mdx+DC. A mesma diferenga n&o foi

significativa na regido do estriado. Nas demais regides analisadas ndo houve

alteracdes significativas entre 0s grupos.

Em sintese, o quadro 2 relne os resultados descritos neste estudo.

Quadro 2 — Resumo dos resultados do estudo

Pre- Cerebelo | Hipocampo | Estriado | Cortex | Gastrocnémio

frontal
TNF-a ! !
IL-18 ! ! ! l
IL-6 1
IL-10 * 0
MPO l * ! l * l
TBARS ! * ! !
Carbonilagcéo * ! !
Tidis 0 1 0
Complexo | ! ! ! ! !
CK l ! * l
BDNF 1 *

(*) p<0,05 entre mdx+DC e wt+DC. (| ou 1) p<0,05 entre mdx+DCet e mdx+DC.
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5. DISCUSSAO

Embora um progresso significativo tenha sido alcancado no avanco cientifico
sobre a DMD, sabe-se que ainda ndo ha cura para as alteracbes decorrentes da
patologia. Neste contexto, o0 presente estudo evidencia que terapias nao
medicamentosas, como a dieta cetogénica, que visam minimizar a progressdo da
doenca, tomam significativa importancia no tratamento e exercem uma melhora na
fisiopatologia da DMD.

Este estudo baseou a construcdo da hipétese a partir da teoria de que a
distrofinopatia afeta as necessidades energéticas e proteicas de camundongos mdx,
confirmada por estudos prévios de Radley-Crabb e colaboradores (2011; 2015)%"28,
Na ocasido, os autores concluiram que a oferta de uma dieta hiperlipidica (16%
lipideos, 19% de proteinas) pode atender melhor as necessidades energéticas dos
camundongos mdx, reduzindo as alteracbes e melhorando a fungcdo muscular.
Considerando o embasamento cientifico de que uma dieta hiperlipidica, apesar dos
resultados promissores nos estudos citados, causa obesidade, afeta 0 metabolismo
lipidico, glicémico, promove hipercolesterolemia, bem como alteracdes no
metabolismo central, entre outros efeitos agravantes indesejados na patologia de
estudo e, somando as contribui¢cdes cientificas na qual a dieta cetogénica (também
hiperlipidica) tem emergido no tratamento de diferentes doencas
neurodegenerativas, conduziu-se esta proposta de investigacdo, evidenciando o
potencial sinérgico que provavelmente diversos mecanismos fisiol6gicos operam de
forma coordenada.

Na figura 17, ilustra-se resumidamente a hipétese de mecanismo de acéo da

DCet sobre a modulacao do metabolismo da DMD.
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Figura 17 — Proposta de mecanismo de acao da DCet em modelo animal de DMD

Uma caracteristica importante no estudo de nutricdo experimental € o
acompanhamento do ganho de massa corporal e ingesta alimentar pelo modelo
animal em estudo. Este estudo mostrou que a dieta cetogénica promoveu maior
ganho de massa no grupo de animais selvagens, comparado aos camundongos

118

mdx. Igualmente, Hartman e colaboradores (2007) afirmaram que animais

alimentados com uma dieta cetogénica podem ganhar peso menor do que aqueles

119 & Vizuete e

alimentados com dieta controle. Ziegler e colaboradores (2002)
colaboradores (2013)'%, no entanto, observaram ganho de massa em ratos Wistar
alimentados por oito semanas com dieta cetogénica em comparagdo a uma dieta
controle, porém com reducdo da velocidade de crescimento a partir da segunda
semana.

Neste estudo, embora os animais que receberam a dieta cetogénica tenham
consumido uma quantidade menor de racdo em gramas, em kcal esse consumo foi
pouco variavel entre os grupos, uma vez que a densidade energética (kcal/g) da
ragcdo cetogénica € maior comparada a racdo controle. Uma dieta de alto teor
calorico influencia o apetite e consequentemente diminui o consumo de

alimentos!?1:122

, observado nos grupos wt+DCet e mdx+DCet.

E importante ressaltar que a rela¢do entre o consumo de energia € 0 peso
corporal ndo aumenta linearmente com o aumento do peso vivo'?. Além dessa
relacdo indireta, o aumento no consumo energético ndo reflete obrigatoriamente

para que haja aumento da adiposidade em funcdo de uma dieta hiperlipidica'®.
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Justificando, assim, a proporgao inversa de alto consumo e baixo ganho de massa
representada pelo grupo wt+DC.

O menor consumo de racdo durante a primeira semana experimental também
foi observado em ratos apds lesdo medular alimentados com dieta cetogénica.
Contudo, no prazo de uma semana apos a lesdo, a ingestao de ragdo cetogénica foi
similar ao consumo de ragao padrao no grupo controle. Em duas semanas, 0 peso
corporal de ambos os grupos havia retornado aos niveis pré-lesdo e apoés 14
semanas de alimentacdo com dieta cetogénica, o peso corporal foi semelhante ao
observado para ratos alimentados com dieta controle®.

Translacionando para a pesquisa clinica, estes resultados sugerem que o
paciente com DMD em dietoterapia cetogénica manteriam o controle de ganho de
peso igual ao individuo sem a doenca consumindo dieta padrdo. Bem como,
sugerem que pacientes distréficos consumindo dieta padrdo ndo atingem suas
necessidades nutricionais, compensando o consumo em maior quantidade ingerida
e apresentando ganho de peso caracteristico da evolucdo da doenca que mostra
obesidade em pacientes com DMD. Em um estudo transversal, Martigne e
colaboradores (2011)** mostraram que 54% dos pacientes de 13 anos sdo obesos.

Na mesma linha de raciocinio, observa-se que a dieta cetogénica em relacao
a uma dieta normocalérica promoveria ganho de peso em individuos normais,
baseado no grupo wt+DCet. Nesse caso, deve-se ressaltar ndo foi possivel
averiguar se o ganho de peso foi apenas de tecido adiposo, uma vez que nao foi
avaliado composicao corporal. Dessa forma, pode-se considerar a possibilidade de
manuteng¢ao de massa muscular.

As consequéncias para a composicdo corporal dependem também da
composicdo da dieta. Outro fator de grande importancia para o ganho de peso no
wt+DCet, independentemente da ingestdo calorica, pode ter sido o tipo de gordura
utiizada na composicdo da dieta. De acordo com Buettner e colaboradores
(2007)*?°, as gorduras saturadas e monoinsaturadas sdo capazes de promover, de
forma mais pronunciada, obesidade e resisténcia a insulina quando comparadas a
gordura poli-insaturada, sendo estas capazes de gerar aumento da lipogénese e
deposito de microvesiculas de gordura no figado™*. A banha de porco, mesmo tipo
de gordura utilizado para composi¢do da dieta cetogénica nesse estudo, apresenta

alto teor de &cidos graxos monoinsaturados (42%) e saturados (39%) na sua
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composi¢cdo, sendo prevalente o 4cidos graxo monoinsaturado oleico, o
poliinsaturado linoleico e os saturados palmitico e estearico™?" %%,

Considerando um estado metabdlico alterado na DMD, deve-se supor que a
partir desses resultados de massa corporal e de consumo que haja uma maior
demanda metabdlica nos animais mdx, na qual pode ser suprida pela fonte lipidica
de energia, mas ndo pela via metabdlica de carboidratos. Uma consideragcado
importante ja registrada por Radley-Crabb e colaboradores (2011)?’ é que, a menos
gue as necessidades energéticas basais da DMD sejam atendidas, os beneficios
das intervencgdes terapéuticas nao serdo totalmente alcancados.

Clinicamente, a DMD ¢é uma doenca neurodegenerativa associada ao
comprometimento progressivo da memoria e da linguagem e é frequentemente
acompanhado por sintomas comportamentais®, como ansiedade e depressao, além
de déficits cognitivos e baixo desempenho académico®. A dieta cetogénica, uma
dieta rica em gordura e pobre em carboidratos, tem sido um tratamento efetivo para
a epilepsia intratdvel em criancas ha décadas. Evidéncias crescentes mostram que a
dieta cetogénica também tem um impacto positivo na cognicdo e no comportamento
em varias doencas neurolégicas®%°,

Reconhecidamente, o processo de armazenamento da memdéria € depende
de uma série de eventos que evoluem com o tempo em diferentes regides
cerebrais’®, como os processos metabdlicos que ocorrem especificamente no
hipocampo para forma¢cdo da memoéria de longa duracdo. Ou, ainda, a formacédo de
memoérias recentes, inicialmente dependentes de modificagbes nas conexdes
singpticas hipocampais. Sua armazenagem nesta regido cerebral é, no entanto,
limitada pelo tempo, j& que danos ao lobo temporal, que inclui o hipocampo,
interrompem a evocacdo de memdrias recentes deixando as memorias remotas
inalteradas®.

Até 0 momento, este € o primeiro estudo pré-clinico que avalia o efeito de
uma dieta cetogénica sobre o comportamento em um modelo animal de DMD. A
partir dos resultados, o tratamento com dieta cetogénica foi claramente positivo na
formacdo de memdria em camundongos mdx. No teste de esquiva inibitoria, os
camundongos mdx alimentados com dieta cetogénica assimilaram-se ao
comportamento dos animais selvagens, com retencdo de memoéria e aumento do
tempo de laténcia. Além disso, os resultados com o teste campo aberto, usado como

um teste padréo de atividade locomotora geral, avaliando memoria contextual e de
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habituacdo,mostraram que houve reducdo no numero de crossings e da atividade
exploratoria (rearings) entre 0s animais nos dois grupos de dieta cetogénica,
indicando que o tratamento com dieta cetogénica proporcionou melhoras cognitivas
e de aprendizado.

Diferentes propostas de potenciais mecanismos terapéuticos da dieta
cetogénica tém enriquecido a literatura cientifica quanto a memoria e
comportamento. Inicialmente, baseados nos conceitos de acidose, desidratacdo e
aumento das concentracdes de cetonas, a hipétese de acéo neuroprotetora da dieta
cetogénica no SNC permanece incerta, apesar de ser fortemente relacionada a um
efeito antioxidante pela redugdo mecanicista na cascata de marcadores inflamatorios
e EOZO'Sg.

Citam-se, ainda, como hipoteses de mecanismo de acdo: uma atividade
antiapoptotica pela supressdao da expressdo de fatores pré-apoptose, como
clusterina e caspase-3"% aumento da capacidade de tamponamento de Ca**
intracelular, aumentando a expresséo hipocampal da proteina de ligacédo ao Ca***%;
limitac&o da hiperexcitabilidade neuronal induzida por convulsdes**; e, aumento dos
niveis do acido gama-aminobutirico (GABA), causando hiperpolarizacao celular
neuronal através do influxo répido de fons cloreto (CI)**2. A neuroprotecéo por
cetonas também pode ser relacionada com a regulacao positiva do fator indutor de
hipéxia (HIF1-a), um regulador conhecido de varios fatores neuroprotetores, tais
como o BDNF, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator derivado de
células do estroma-1a (SDF-1a)*.

Em ratos idosos, a cetose induziu angiogénese e aumentou a densidade
capilar equivalente aquela observada apds a exposicéo hipéxica em ratos jovens. E
possivel que a dieta cetogénica tenha revitalizado a unidade neurovascular em ratos
mais velhos, ajudando a suportar a fungéo cognitiva. Assim, a cetose induzida por
trés semanas de dieta pdde melhorar o processo de adaptacdo a hipoxia atraves de
niveis elevados de HIF1-a e aumento da densidade capilar’®. A dieta cetogénica
também se mostrou como uma estratégia promissora para melhorar o
comprometimento da memoria espacial causada pela hipéxia hipobarica em ratos
apos duas semanas de tratamento®?°.

Nesse contexto, a dieta cetogénica tem se mostrado clinicamente eficaz e
segura na melhora cognitiva e achados recentes apoiam que a cetose, induzida pela

dieta ou pela administracdo de BHB, desempenha um papel protetor em varios



86

modelos: reducéo significativa dos niveis de peptideos AB no cérebro de modelo
animal de doenca de Alzheimer'®*; melhora do desempenho cognitivo sob condicées
norméxicas e hipéxicas de ratos idosos'®; melhora da incapacidade motora e do
comprometimento cognitivo de um modelo animal de esclerose mdltipla®; e, melhora
do comprometimento da memdria espacial causada pela exposicdo a hipoxia
hipobarica em camundongos®?°.

Os resultados positivos aqui descritos juntam-se aos achados de reducao de
marcadores inflamatérios e de EO também encontrados neste estudo, bem como a
normalizacdo dos niveis de BDNF, principalmente, na regido hipocampal,
evidenciando correlacdo entre si. Mais do que a melhora cognitiva, com esses
resultados, é possivel trabalhar com a hipétese de que a via de protecdo da dieta
cetogénica quanto ao potencial cognitivo ndo compartiiha de nenhuma via
comprometida pela DMD como, por exemplo, da expressao de distrofina no SNC,
baseando-se no fato de que a dieta cetogénica promoveu resultados
estatisticamente significativos sobre a memoria e comportamento independente do
modelo animal. Portanto, os experimentos apresentados neste estudo oferecem
evidéncias de que mudancas dependentes do tratamento dietético se mostram como
uma alternativa de intervencédo de curto prazo para a DMD. Desta forma, estes
achados sinalizam a dieta cetogénica como uma ferramenta promissora na melhora
do dano cognitivo na DMD.

Neste contexto, o desequilibrio entre a atividade pré e anti-inflamatéria na
DMD ¢é um indicador da extensdao da patologia.Ha evidéncias cientificas
comprovadas que a dieta exerce papel fundamental no perfil inflamatorio em
diferentes patologias, bem como na DMD, na qual se observa uma discreta
demanda de pesquisas cientificas na area.Neste estudo, o tratamento com dieta
cetogénica por 14 dias mostrou evidéncias anti-inflamatorias, promovendo reducdes
significativa nos niveis de IL-13, TNF-a e da atividade da MPO dos animais mdx,
bem como aumentou os niveis de IL-6 e IL-10 no SNC e no musculo esquelético,
respectivamente.

Os resultados do processo inflamatorio neste estudo corroboram com a
literatura, mostrando um comprometimento maior no musculo esquelético e SNC dos
camundongos mdx e se suportam com os achados de Comim e colaboradores

(2015)®® que confirmaram niveis aumentados de IL-1B e TNF-a e niveis reduzidos de
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IL-10 em soro de pacientes adultos jovens com diagnostico de DMD. Evidenciando,
assim, um potente efeito supressor do processo inflamatorio existente.

Destaca-se também o fato de que o hipocampo foi a regido mais afetada
pelas alteragcbes da cascata de mediadores inflamatorios, com alteracdes
significativas de todas as citocinas analisadas. Considerando que 0s processos de
memoéria e aprendizado sdo produzidos principalmente no hipocampo, e essa regiao
cerebral apresenta uma alta densidade de receptores para IL-1, constatou-se uma
efetividade do tratamento com dieta cetogénica nessa regido durante 0 processo
neuroinflamatério ocasionado pela DMD.

O pré-tratamento com dieta cetogénica ja foi associado a reducéo da resposta
da IL-1B no hipocampo quatro horas apés injecdo de LPS em ratos Wistar®>.Em
contrapartida, os niveis de TNF-a ndo foram diferentes apds o pré-tratamento com
dieta cetogénica,suplementadas ou nao com Omega 3, nas regides do

251200 astriado®®

hipocampo em ratos Wistar tratados com dieta cetogénica. Porém,
em niveis séricos, Paoli e colaboradores (2015)% mostraram reducdes significativas
dos niveis de TNF-a em individuos acima do peso que seguiram protocolo de quatro
semanas de dieta cetogénica sem suplementacdo de acidos graxos poli-insaturados.
As diferencas encontradas podem estar relacionadas aos diferentes periodos de
tempo de administracdo da dieta, variando de 14 dias® a 8 semanas*®.

Com propriedades reconhecidamente anti-inflamatérias, a IL-10 mostrou
maior regulacdo no sistema imune do tecido muscular de camundongos mdx, com
aumento da sua expressdo no musculo gastrocnémio apds tratamento com dieta
cetogénica. No SNC, sua expressao regulatéria ndo foi significativamente maior
apos o tratamento com dieta cetogénica em nenhum dos grupos. Uma vez que a sua
deficiéncia ou expressao anormal € que esta relacionada com o agravo da resposta
inflamatéria’®* e que a caracteristica mais marcante da DMD é a inflamacéo crénica
gue ocorre dentro do musculo, torna-se possivel determinar o potencial terapéutico
da dieta cetogénica na regulagéo da IL-10 no musculo distrofico.

Embora a IL-1B e TNF-a sejam classicamente considerado como citocinas
pré-inflamatéria, a IL-6 pode ter efeitos pré ou anti-inflamatérios**>.Apés a
dietoterapia cetogénica, o0s niveis de IL-6 nos animais mdx deste estudo
apresentaram aumento significativo no hipocampo, regido importante na regulagéo
das respostas cognitivas, enquanto sua expressdo no musculo esquelético nao

apresentou alteracdes significativas entre os grupos.Vale ressaltar que este aumento
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apresentado no grupo mdx+DCet ndo ultrapassou 0s niveis expressos no grupos
controles.

Diversos tipos celulares, além de macrofagos e linfocitos, sédo responsaveis
pela secrecdo de IL-6, como as ceélulas endoteliais, B-pancreaticas, hepatdcitos,
musculares esqueléticas e lisas, astrécitos e adipocitos. A IL-6 € uma citocina
pleiotrépica e exerce importantes funcbes na regulacdo de resposta imune,
inflamacdo e hematopoiese, gerando uma variedade de respostas fisioldgicas
também relacionadas as funcbes enddcrinas e metabdlicas.

Em um udnico outro estudo relacionando IL-6 na regido do hipocampo de
camundongos mdx, apés tratamento com o antidepressivo amitriptilina, também foi
observado elevagBes significativas nos niveis de IL-6 no hipocampo em
camundongos wt e mdx,além de niveis plasméticos aumentados de IL-6 nos

camundongos mdx apés administracdo do antidepressivo'3®

.No entanto, alguns
estudos mostraram que essa citocina ja se apresenta elevada na DMD. Rufo e
colaboradores(2011)**" observaram niveis séricos aumentados de IL-6 tanto em
pacientes com DMD como em camundongos mdx. Da mesma forma, Messina e
colaboradores (2011)*%descreveram maior expressdo de IL-6 e TNF-a nos
musculos distréficos de pacientes e aumento significativo com a idade.

O conjunto desses achados sugere que a IL-6 pode agir de formas distintas.
Sabe-se que no musculo esquelético, altos niveis crbénicos de IL-6 tornam-se
prejudiciais ao musculo, enquanto a completa auséncia de IL-6 dificulta a reparacao
muscular*®®. Porém, no SNC um aumento dos niveis de IL-6 no hipocampo de
camundongos mdx ainda € um dado contraditério e pouco investigado. Sabe-se que
no camundongo mdx, a IL-6 e a inflamacdo muscular estédo elevadas, evidenciando
uma ligacéo entre si.

Destaca-se que a IL-6 é um dos mais precoces e importantes mediadores de
inducdo e controle da sintese e liberagdo de proteinas de fase aguda pelos
hepatocitos durante estimulos dolorosos, como trauma, infeccdo, operacdo e
queimadura. Apos lesdo, concentracdes plasméticas de IL-6 sdo detectaveis em 60
minutos, com pico entre 4 e 6 horas, podendo persistir por 10 dias>".

Uma hipoOtese para os niveis elevados de IL-6 encontrados no presente
estudo é a sua associacdo a resisténcia insulinica, a qual leva ao aumento da
sintese e armazenamento de triglicérides nos hepatdcitos e exerce papel importante

na patogénese da doencga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), uma doenca
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com alto potencial para cirrose e/ou carcinoma hepatocelular, condigbes que
promovem a ocorréncia de dano hepatico irreversivel™®.

E possivel que os animais mdx possuam maior vulnerabilidade hepatica,
tendo sido agravada com a restricdo de carboidratos e superalimentacéo de lipideos.
Nesse caso, tornam-se imprescindiveis estudos futuros para a investigacdo de
enzimas  séricas especificas (alanina  aminotransferase e  aspartato
aminotransferase) liberadas do rompimento celular hepatico, fornecendo
informacBes da ocorréncia, extensdo, magnitude e curso (aguda ou crdnica) da
les&o™°.

Deve-se considerar que tanto nos tecidos periféricos quanto no SNC, existe
uma correlacdo direta entre a producédo de IL-6 e o tecido adiposo e que niveis
cronicamente aumentados de IL-6 contribuem para a manutencdo do estado de
resisténcia a insulina, por inibicdo na transcricdo do transportador de glicose 4
(GLUT-4) e do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1)**°, influenciando o peso
corporal, a homeostase energética e a sensibilidade insulinica**.

Dessa forma, sugere-se que a IL-6 atue como um biomarcador para o
monitoramento da neuroinflamacéo, resisténcia a insulina, dano hepatico, bem como
do tempo de protocolo de dieta cetogénica para prevenir esse quadro inflamatério
em pacientes jovens com DMD.

Além disso, modelos experimentais sugerem o envolvimento de IL-6 e TNF-a
no dano isquémico cerebral, encontrando-se em niveis elevados apos isquemia
cerebral, podendo induzir uma reacdo inflamatéria no SNC'**2. Em adultos, tem sido
demonstrada a correlacdo entre os niveis de IL-6 e TNF-a no liquor e o progndstico
neurolégico apés isquemia cerebral aguda®.

As correlacbes da IL-6 com a neuroinflamacdo contrapdem-se a reducdo da
atividade da MPO, outro marcador inflamatério que apresentou reducéo significativa
induzida pela dieta cetogénica com efeito sistémico, atenuando o recrutamento e a
degranulacdo dos neutrofilos intramuscular e no SNC dos camundongos mdx,
reduzindo os efeitos inflamatorios deletérios.

Os mecanismos que conduzem as lesbes do SNC na DMD ainda sao
desconhecidos. Entretanto, estas evidéncias sdo sO sugerem que possa haver um
processo neuroinflamatério no SNC durante o curso da doenca, quanto enfatizam a
dieta cetogénica como terapia promissora nos parametros analisados.Em conjunto,

os achados deste estudo reportam um dos efeitos mais importantes da modificacéo
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da doenca® pela dieta cetogénica: seu papel anti-inflamatério por sinalizacdo de
citocinas e aumento da atividade da MPO tanto no SNC como no musculo
esquelético em modelo animal de DMD.

No musculo distréfico, o estresse oxidativo é um fator potencialmente

patogénico determinante na gravidade da doencal'*’.

Considera-se que niveis
alterados de ERO contribuam para os danos celulares nas DMP danificando direta e
irreversivelmente macromoléculas, como proteinas e lipidios de membrana e
DNA™,

Sabe-se que os efeitos deletérios a membrana provocados pelo EO provocam
a ruptura no sarcolema, aumento no influxo de Ca?', toxicidade celular e
consequente degeneracdo muscular. A fim de diminuir estes danos, os tratamentos
mais recentes tém estudado mecanismos que diminuam a lesdo celular, aumentem
a atividade antioxidante e melhorem a producdo de ATP via mitocondrial®®***. Nesse
contexto, a dietoterapia cetogénica surge como possibilidade promissora de
tratamento antioxidante in vivo, pelos resultados obtidos neste trabalho, reduzindo a
oxidacdo de proteinas tidis, a peroxidacao lipidica e a carbonilacéo de proteinas.

Enquanto o dano oxidativo irreversivel de proteinas e lipidios, medido pela
carbonilacdo e peroxidacao, respectivamente, tem sido mais estudado, tem havido
pouca informacao relacionada & oxidacéo da proteina tiol nas DMP*°. No presente
estudo, foi observada elevagcdo significativa dos parametros da atividade
antioxidante pela GSH nas regibes do cortex pré-frontal, hipocampo e cortex,
equiparando-se a atividade antioxidante representada nos grupos controles ou
superior a essas, como expressado no pré-frontal. No muasculo gastrocnémio, no
entanto, ndo foram observadas alteracdes significativas de atividade antioxidante
pela GSH entre os grupos, especialmente nos animais mdx controle (mdx+DC).
Porém, uma vez que a oxidacdo de proteinas tidis ocorra mais dramaticamente em
miofibras fragmentadas associadas a areas de necrose, € suposto que tenha
ocorrido areas menos pronunciada de mionecrose nos animais mdx controles,
lesdes essas que sdo mais expressivas em camundongos mdx mais velhos (3
meses)**.

Com o aumento da atividade pela GSH apo6s dietoterapia cetogénica,
confirma-se o indicativo de atividade antioxidante também pela diminuicdo do dano
lipidico e proteinas carboniladas nos camundongos mdx. A peroxidacao lipidica teve

diminuicdo significativa no SNC (especificamente no hipocampo e cortex)e no
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musculo esquelético. Enquanto a maior diminuicio de dano as proteinas
carboniladas foi observada no musculo gastrocnémio, além da regido do hipocampo,
Gnica area do SNC com expressao significativa da diminuicéo da atividade oxidante.

Comim e colaboradores (2015)%® demonstraram que o dano oxidativo,
avaliado pelos ensaios de TBARS e proteina carboniladas, ocorreu em varias
regides cerebrais do camundongo mdx. Os niveis de TBARS foram diminuidos no
estriado em comparacao com o tipo selvagem. E os niveis de proteinas carboniladas
foram diminuidos no cerebelo e pré-frontal também em comparacdo com o tipo
selvagem®. Nossas anélises demonstraram resultados contraditérios no modelo
controle mdx, porém com efetividade no tratamento pela dieta cetogénica em
diminuir os danos oxidativos as proteinas.

Estudos prévios também mostraram aumento da atividade antioxidante em
camundongos mdx apOs protocolo de exercicio fisico, porém sem interferéncia
significativa da diminuicdo da peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas no
hipocampo e cértex, estruturas que normalmente possuem maior concentracdo de

196(dados nado publicados)*’. Dessa forma, torna-se imperativo sugerir a

distrofina
acdo sinérgica de ambas as terapias ndo medicamentosas, somando os resultados
promissores alcancados em cada estudo.

Embora os mecanismos subjacentes a tais efeitos permanecam incertos, uma
possibilidade € que a dieta cetogénica diminua a producdo de ERO associado a
varios tipos de estresse metabdlico. Se comparado com o metabolismo da glicose,
as cetonas geram menor estresse oxidativo no SNC, juntamente com uma maior
saida de energia celular e capacidade antioxidante. Além disso, a cetose pode
aumentar a GSH nas células do hipocampo e em geral diminui producdo de ERO

mitocondrial®®

. Assim, parece que um mecanismo heuroprotetor proeminente da
acao da dieta cetogénica envolve uma reducéo na producdo de ERO mitocondriais,
0 gque diminuiria o estresse oxidativo e a lesdo potencialmente neuronal.

Além da producdo de ERO, as mitocbndrias desempenham importante papel
na homeostase do Ca citosélico, apoptose, metabolismo de aminoacidos, lipideos,
colesterol, esteroides e nucleotideos. Contudo, a sua principal fungdo é no
metabolismo energético, na via final comum de producéo de ATP. Portanto, tecidos
com atividade metabdlica aerdbica intensa, como o cérebro e 0s musculos

esquelético e cardiaco, apresentam altas concentragfes dessa organela®®®,
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Considerando que o complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial € o
primeiro passo para a producdo de energia, contata-se a partir dos resultados
encontrados que camundongos mdx alimentados com dieta controle apresentaram
atividade alterada do metabolismo energético com elevacdo da atividade desse
complexo no cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo e cortex.

Deve-se considerar que embora os niveis de ATP no cérebro estejam
normalmente elevados, alteragcbes na funcdo mitocondrial poderiam diminuir a
producdo de ATP'. Além disso, o metabolismo oxidativo dos corpos cetdnicos
causa uma reducéo na utilizagéo da glicose no SNC. A producgéo de ATP a partir da
glicolise (a primeira fase de utilizacdo de glicose) desempenha um papel privilegiado
no controle de processos ha membrana plasmatica, incluindo a regulacéo dos canais
potassio e o abastecimento das bombas de sédio acionadas por ATP. Considera-se,
portanto, a possibilidade de que pelo metabolismo dos corpos cetbnicos tenha
ocorrido reducdo na producdo de ATP glicolitico, representado pelo grupo
mdx+DCet.

Assim, compreende-se que apesar da funcdo mitocondrial alterada, a
atividade do complexo | apresentou modulacdo apos intervencdo com a dieta
cetogénica, regularizando sua atividade aos niveis dos grupos controles com
reducdo da atividade, inclusive no masculo esquelético. Esses dados sugerem que a
dieta cetogénica pode atuar para restabelecer os estoques de energia no SNC?*.

150 "3 cetose crénica leva a

De acordo com Bough e colaboradores (2008)
biogénese mitocondrial no hipocampo, resultando em aumento dos estoques
energéticos e, dessa forma, aumentando a capacidade de producdo de ATP, com
excesso de fosfato de alta energia estocado na forma de fosfocreatina. Ainda
segundo esses autores, glutamato e glutamina, formados a partir do ciclo do acido
citrico estimulado por cetonas, fornecem um importante estoque de energia
secundario, o qual, juntamente a fosfocreatina, podem manter os niveis de ATP para
momentos de necessidade, como a ocorréncia de hiperexcitabilidade neuronal que
leva as crises epilépticas. Esse processo resultaria em uma estabilizagdo do
potencial de membrana, 0 que, por sua vez, aumentaria a resisténcia ao insulto
causador de crises.

Para avaliar a integridade da membrana muscular e pelo seu papel central no
metabolismo dos tecidos de alta demanda energética, a atividade de CK também foi

avaliada neste estudo. Os resultados demonstraram atividade contraditéria da CK
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entre os tecidos analisados, apresentando-se reduzida no cOrtex pré-frontal,
hipocampo, estriado e musculo gastrocnémio de animais mdx ap0s intervencdo com
a dieta cetogénica em comparacdo aos animais mdx controles. Uma vez que a CK
pode estar relacionada a uma demora na deplecdo de ATP, encontra-la reduzida
nos grupos mdx+DCet permite relacionar a uma capacidade diminuida de
regeneracao de ATP.

Em conjunto, os resultados do complexo | e CK avaliados neste trabalho,
rebatem os resultados prévios de Tuon e colaboradores (2010)*%, no qual
descreveram atividade reduzida do complexo | em todas as regides do SNC citadas,
inclusive no estriado, e aumento da atividade da CK no hipocampo, cortex pré-
frontal, cortex e estriado de camundongos madx.

No entanto, sabe-se que durante o processo de degeneracdo muscular, a
atividade de CK encontra-se aumentada, além de ocorrer liberacdo desta para
corrente sanguinea na ocorréncia de morte celular®. Assim, a reducéo da atividade
da creatina CK nos animais mdx+DCet em cértex pré frontal, hipocampo, estriado e
tecido muscular, pode indicar uma reducdo do processo de degeneracdo celular.
Com isso, entende-se que o protocolo de dieta foi capaz de modular a parametros
normais, quando comparados animais mdx+DC.

Dadas as redugbes nos compostos de fosfato de alta energia encontrados
neste estudo, existe a possibilidade de que a dieta cetogénica tenha sido insuficiente
na oferta de proteinas. Assim, considera-se para futuras investigacbes um maior
aporte de kcal proteicas, bem como a intervencéo terapéutica com suplementacao
de creatina®.

O BDNF é considerado como o fator neurotréfico mais prevalente no SNC,
responsavel pela sobrevivéncia neuronal e plasticidade sinaptica e, portanto, um
ponto-chave em doencas neurolégicas’®. Para avaliar se os beneficios
comportamentais e neuroprotetores da dieta cetogénica estdo associados aos niveis
de neurotrofinas no SNC, os niveis de BDNF foram avaliados neste estudo. Os
resultados mostram que a deplecdo de BDNF nos animais mdx, previamente
descrita por Comim e colaboradores (2009)** — tnico outro estudo que avaliaram os
niveis de BDNF em modelo animal de DMD —, pode ser revertida no hipocampo com
o tratamento com dieta cetogénica e mostra tendéncia para reversdo no estriado,

reforcando a hipétese de que a neuroprotecdo por cetonas pode estar relacionada
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com a regulagcdo positiva de fatores neurotréficos, tais como BDNF, VEGF e HIF-
10,

Em ratos Sprague-Dawley expostos a hipdxia hipobarica, o pré-tratamento
com dieta cetogénica por duas semanas promoveu aumentados niveis de BDNF no
hipocampo®®®. Contudo, em estudo anterior, os niveis de BDNF, VEGF e SDF-1a
nao apresentaram alteracbes em amostras de medula espinal de ratos Sprague-
Dawley quando analisados no 14° dia de dieta cetogénica ap6s lesdo medular®*.

Apesar de um aumento ndo significativo nos niveis de BDNF no estriado
neste estudo, deve-se considerar que essa € uma regido altamente inervada pelas
sinapses que liberam o BDNF e participa da distribuicio da memdria cortical
juntamente com o cerebelo através de duas vias aferentes corticais principais.
Assim, niveis diminuidos de BDNF nessa regido relacionam-se as anormalidades
comportamentais e no desempenho da memoéria, bem como podem estar
relacionados com a atividade locomotora'!. Portanto, ressalta-se a importancia de
reverter os baixos niveis dessa neurotrofina no estriado especialmente na DMD.

Uma vez que os resultados deste estudo demonstraram uma tendéncia de
aumento dos niveis de BDNF nos animais mdx+DCet em todas as regides
analisadas,parece relevante considerar a relagéo entre o protocolo de tempo e efeito
da dieta cetogénica, supondo que ha uma relacdo tempo-dependente da dieta: maior
o tempo de tratamento, melhores os efeitos. No entanto, em um periodo mais
prolongado de dietoterapia cetogénica, ratos Wistar alimentados por oito semanas
com dieta contendo diferentes propor¢cdes de acidos graxos poli-insaturados 6mega
6 e 6mega 3, apresentaram reduc¢des significativas dos niveis de BDNF no estriado
e mantiveram estaveis os niveis de BDNF no hipocampo™®°.

Em poucos estudos publicados até o momento sobre o efeito da dieta
cetogénica nos niveis de BDNF, observa-se ainda resultados contraditérios entre si,
muito provavelmente devido as diferentes doencgas de base analisadas em distintos
modelos experimentais, bem como protocolos heterogéneos de tipo e tempo de
dieta administrada. Em conjunto, os resultados expostos reforcam a importancia da
dieta cetogénica como indutor de alteracdes no SNC*%°.

Embora as doencas neurodegenerativas e neuromusculares tenham
patogénese e caracteristicas diferentes, existem alguns mecanismos comuns que
poderiam explicar os efeitos das dietas cetogénicas. E suposto que esses

mecanismos fornecam uma fonte eficiente de energia para o tratamento de certos
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tipos de doencas neurodegenerativas caracterizadas por hipometabolismo cerebral
focal; diminuindo o dano oxidativo associado a varios tipos de estresse metabdlico;
aumentando as vias de biogénese mitocondrial; e aproveitando a capacidade das
cetonas de contornar o defeito na atividade do complexo | implicado em algumas
doencas neurolégicas®.

Como limitacdes deste estudo citam-se: o tipo de gordura na dieta testada
possui um perfil lipidico predominantemente saturado, sabidamente pro-inflamatorio,
e apesar dos efeitos positivos alcancados, sugerem-se estudos futuros com uma
melhora qualitativa das gorduras na dieta cetogénica. Além disso, nessa primeira
etapa de experimentacdo nao foi avaliada composicédo corporal, impossibilitando a
definicdo mais precisa entre ganho de massa magra ou tecido adiposo. Por ultimo,
citamos como uma importante limitacdo a falta da avaliacdo de cetonemia entre os
grupos, a fim de conhecer os niveis séricos de corpos cetdnicos apos dietoterapia.
Ciente da necessidade desses dados, recomenda-se enfaticamente a avaliacado de
cetonemia.

Apesar destas questbes, o0 presente estudo objetivou fornecer um vinculo
mais claro entre atividade neuroprotetora da dieta cetogénica e o metabolismo da
DMD e validou ainda mais o campo emergente da dietoterapia em transtornos
neurodegenerativos, especialmente no que diz respeito a DMD.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, a questdo problema principal objetivava entender se as
respostas inflamatérias e o EO em um modelo murino de DMD estariam
relacionados a disfungdo da memdria em camundongos. Verificou-se que o
comprometimento da aprendizagem e da memoria esta intimamente correlacionado
com o aumento da expressdo de citocinas e geracdo de ERO. Além disso,
observamos que a dieta cetogénica diminuiu significativamente a disfuncdo de
mem©ria caracteristica na fisiopatologia da DMD, bem como reduziu a inflamacgé&o do
SNC e muscular em camundongos mdx, sugerindo que as intervencdes dietéticas
podem revelar-se clinicamente Uteis no tratamento da DMD.

Os principais achados do presente estudo sdo: (1) primeiras evidéncias de
que a dieta cetogénica exerce melhora na memodria e comportamento de
camundongos mdx; (2) os efeitos neuroprotetores da dieta cetogénica sdo mediados
por uma reducdo da expressao de citocinas e EO; (3) tanto a inflamacao quanto o
EO estdo associados a consolidacdo da memoria no modelo mdx+DCet; e, (4) a
dieta cetogénica exerce importantes efeitos na memdéria e aprendizado, mas nao
evita o processo inflamatério e oxidativo da DMD.

Em conjunto, estes achados sugerem que a dieta cetogénica pode modular as
respostas adaptativas do SNC mediando o desempenho cognitivo no modelo animal
de DMD. Embora sejam necessarias investigacdes futuras sobre os mecanismos
subjacentes de acdo, as evidéncias disponiveis sugerem que a dieta cetogénica &
um regime que merece atencdo como uma potencial terapia primaria para doencas

neurodegenerativas, especialmente a DMD.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Sobretudo, estes dados demonstram a eficacia da dieta cetogénica em um
estudo pré-clinico de modelo animal de DMD e apoia a progressdo em estudos
clinicos em pacientes afetados pela distrofia.

E importante ressaltar que o panorama cientifico atual ainda n&o prevé
protocolos especificos para tratamentos dietoterapicos com regime cetogénico, fato

necessario para garantir um efeito benéfico na intervencao dietética a ser usado nos
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estudos clinicos. Portanto, torna-se primordial auxiliar a definir protocolos de
periodos de tempo, bem como a necessidade de um cronograma prolongado de
tratamento ou mesmo a necessidade de exposicdo ao longo da vida para alcancar
um efeito persistente nos musculos distréficos e SNC.

Vale enfatizar também que intervenc¢des farmacoldgicas ou dietoterdpicas ndo
restauram a expressdo de distrofina, mas direcionam e sinalizam as vias
metabdlicas para melhora das respostas imunes.

Assim, outro objetivo importante de estudos futuros sera entender melhor as
interacbes da dieta cetogénica com outras intervencdes farmacoldgicas
classicamente estabelecidas na DMD, para otimizar os protocolos sinérgicos de
interacdo farmacos-nutrientes. Uma vez que a dieta cetogénica € uma terapia
estabelecida em seres humanos, esses estudos podem ser traduzidos para o

cenario clinico permitindo um melhor controle da doenca em pacientes acometidos.
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