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RESUMO

Distrofia muscular de Duchenne (DMD) esta ligada a alteracdo do cromossomo X,
possui carater recessivo e atinge 1:3500 nascidos vivos, principalmente individuos
do sexo masculino. Apresenta-se na primeira infancia, por atrasos motores. A
anormalidade genética no braco curto do cromossomo X (locus Xp2l.2) é
responsavel pela falta de producédo da proteina distrofina que, associada em trama
com a matriz extracelular, forma o complexo oligométrico de glicoproteinas,
localizada na superficie interna do sarcolema e responsavel pela manutengdo do
bom funcionamento muscular. A auséncia da distrofina provoca diminuicdo da
permeabilidade da membrana muscular, permitindo que uma quantidade excessiva
de calcio se acumule no interior da célula. Essa condicdo leva a uma
supercontratura miofibrilar, degradagédo das fibrilas e distirbios metabdlicos, como
estresse oxidativo e alteragcdes do metabolismo energético, que culminam com a
morte da fibra muscular. O exercicio fisico de baixa intensidade € conhecido por
diminuir alguns parametros associados a degeneracdo muscular em modelos
animais de distrofias musculares progressivas. O objetivo deste estudo foi avaliar
quais os efeitos de um protocolo de exercicio fisico aerdbio sobre a degeneracédo do
tecido muscular e neuronal em um modelo animal de DMD. Foram utilizados
camundongos machos mdx e wild-type (selvagens) com 28 dias. Os animais foram
submetidos a um protocolo de exercicio fisico de baixa intensidade por oito
semanas. Vinte quatro horas apés o ultimo dia de treinamento, foram retiradas as
estruturas encefélicas do estriado, cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e cértex e
0 musculo gastrocnémio, para avaliacdo da carbonilacdo de proteinas, peroxidacao
lipidica, tidis livres, atividade dos complexos da cadeia respiratdria e creatina
quinase. Verificou-se que o protocolo de exercicio fisico de baixa intensidade foi
capaz de modificar parametros de estresse oxidativo em tecido muscular e na
maioria das estruturas analisadas do SNC, com aumento significativo da atividade
antioxidante em todas as estruturas analisadas. Além disso, o protocolo modificou a
atividade da maioria dos complexos respiratérios mitocéndrias, tanto em tecido
muscular qguanto em SNC, apesar de ter diminuido a atividade de creatina quinase
somente de cerebelo. Em conclusdo, pode-se inferir que a utilizacdo de um
protocolo de exercicio de baixa intensidade durante 8 semanas foi capaz de
modificar parametros de estresse oxidativo e melhorar o metabolismo energético em
tecido encefalico e no musculo gastrocnémio de animais com DMD.

Palavras-chave: camundongos mdx; exercicio fisico; estresse oxidativo;
metabolismo energético.



ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is on the amendment to the X chromosome,
has recessive character and affects 1: 3500 live births, especially males. Presents in
infancy, delays engines. The genetic abnormality in the short arm of the X
chromosome (Xp21.2 locus) is responsible for the lack of production of dystrophin
protein linked in frame with the extracellular matrix, forming the oligométrico complex
glycoproteins located on the inner surface of the sarcolemma and responsible for
maintaining proper muscle functioning. The lack of dystrophin leads to muscle
decreased permeability of the membrane, allowing an excessive amount of calcium
to accumulate inside the cell. This condition leads to a super myaofibrillar contraction,
degradation of fibrils and metabolic disorders such as oxidative stress and altered
energy metabolism, culminating in the death of the muscle fiber. The low-intensity
exercise is known to decrease some parameters associated with macular
degeneration in animal models of progressive muscular dystrophies. The objective of
this study was to evaluate what the effects of an aerobic exercise protocol on the
degeneration of muscle and neuronal tissue in an animal model of DMD. Male mdx
mice were used and wild-type (wild) 28 days. The animals were submitted to a
physical exercise protocol of moderate intensity for eight weeks. Twenty four hours
after the last day of training, the brain structures of the striatum were removed,
cerebellum, prefrontal cortex, hippocampus and cortex and gastrocnemius muscle, to
evaluate the carbonylation of proteins, lipid peroxidation, glutathione activity, activity
of complex respiratory chain and creatine kinase. It was found that physical exercise
protocol of moderate intensity was able to reduce oxidative stress in muscle tissue
and most of the structures analyzed the CNS, with significant increase in antioxidant
activity in all analyzed structures. Furthermore, the protocol improved the activity of
most of the mitochondria respiratory complexes both in muscle tissue and in the
CNS, although it decreased the creatine kinase activity cerebellum only. In
conclusion, it can be inferred that the use of a moderate intensity for 8 weeks
exercise protocol was capable of reducing oxidative stress and improving energy
metabolism in brain tissue and in the gastrocnemius muscle of animals with DMD.

Keywords: mdx mice; physical exercise; oxidative stress; energy metabolism.
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1. INTRODUCAO

O tratamento de pacientes com diagnoéstico de Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) precisa ser multidisciplinar, criterioso e voltado sempre ao bem
estar do paciente. Visto isso, o0 papel da fisioterapia torna-se crucial para o sucesso
do tratamento. A fisioterapia tem alcancado bons resultados a curto prazo, como a
manutencdo da autonomia destes individuos, mas enfrenta dificuldades para
alcancar os objetivos planejados a médio e longo prazo. Mais que isso, 0s métodos
que existem atualmente na reabilitacdo das Distrofias Musculares Progressivas
(DMP) séo limitados e algumas vezes pouco fundamentadas, por ndo conseguir
prever seus resultados a longo prazo?.

O ponto de equilibrio para um bom tratamento esta diretamente ligado ao
processo de fadiga muscular, pois se sabe que durante uma atividade de esforco
ocorrem alteracbes metabdlicas e fisiologicas que refletem em sensacdes de
cansaco e fadiga. Porém, pacientes em estagios avancados da doenca tornam-se
incapazes de relatar tais sensacdes. Percebe-se, portanto, que apesar de existirem
estudos que descrevem todo o processo de fadiga e degradacéo da fibra muscular
esquelética e sistema nervoso durante a pratica de um exercicio fisico, poucos
estudos tém avaliado estes parametros em pacientes com doencas associadas®. Por
esta razdo, esse estudo pretende avaliar quais os efeitos de um protocolo de
exercicio fisico aerébio sobre a degeneracdo do tecido muscular e neuronal em um
modelo animal de DMD, o camundongo mdx, tendo como intuito, futuramente
relacionar com a pratica atual da fisioterapia, melhorando o tratamento e

contribuindo para uma melhor qualidade de vida destes pacientes.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Distrofias Musculares Progressivas

As Distrofias Musculares Progressivas (DMP) formam um grupo de doencgas
genéticas que possuem como caracteristica comum a fragueza muscular

progressiva ocasionada pela degeneracédo do tecido muscular esquelético. Existem



diferentes formas de DMP, diferenciadas pelo tipo de musculatura atingida, a forma
de heranca genética, a idade de inicio da sintomatologia e velocidade da evolucao.
As DMPs podem ser classificadas de acordo com o tipo de heranca genética®:
a. Formas recessivas ligadas ao cromossomo X:
e Distrofia muscular do tipo Duchenne;
e Distrofia muscular do tipo Becker;
e Distrofia de Emery-Dreyfuss.
b. Formas autossémicas recessivas:
e Distrofia muscular do tipo Cinturas;
e Distrofia muscular Congénita;
e Distrofia muscular da Primeira Infancia.
c. Formas autossbmicas dominantes:
e Distrofia Miotbnica;
e Distrofia muscular do tipo Facioescapuloumeral,
e Distrofia muscular Distal;
e Distrofia muscular Oculofaringea.
O foco deste estudo sera a DMD pois dentre os tipos de DMP, possui
uma progressao rapida e ainda desafia 0os pesquisadores e terapeutas quanto ao

padrao degenerativo e terapéutico.

1.1.2 Distrofia Muscular de Duchenne

Distrofia muscular de Duchenne é uma das DMP ligadas ao cromossomo X,
de carater recessivo e atinge principalmente individuos do sexo masculino.
Geralmente, se apresenta na primeira infancia, caracterizada por atrasos nos
marcos motores. A DMD leva ao enfraguecimento da musculatura esquelética e é
conhecida por ser o tipo mais comum e grave, pelo seu inicio precoce e pela rapidez
da evolucdo dos sintomas**°. Estimativas epidemiolégicas de base populacional
tém sido relatadas, com incidéncia de 1:3500 nascidos vivos?. Porém, nota-se uma
necessidade de mais estudos epidemiolégicos abordando as estimativas globais
sobre a incidéncia e prevaléncia das DMP, utilizando critérios e diagndsticos

padronizados, além de mltiplas fontes de dados’.



A DMD ocorre pela anormalidade genética no brago curto do cromossomo X
(I6cus Xp21.2), responsavel pela producdo da proteina distrofina. Devido a
complexidade e tamanho do gene, ocorre uma parada prematura da sua transcri¢cao
génica e codificagdo anormal da proteina, facilmente degradada por proteases
enddgenas®®. A proteina distrofina, associada em trama com a matriz extracelular,
forma o complexo oligométrico de glicoproteinas, localizada na superficie interna do
sarcolema e responsavel pela manutencdo do bom funcionamento muscular.
Portanto, a deficiéncia desta proteina leva a uma hipersensibilidade da fibra

muscular, deixando-as suscetiveis a lise osmética®.

MATRIZ EXTRACELULAR I |
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Figura 1- Complexo Oligométrico
Fonte: Adaptado de Blake DJ e colaboradores (2002)*.

Os primeiros sintomas surgem entre os 3 e 5 anos, quando ocorre um namero
elevado de quedas, dificuldades de correr e saltar. O exame clinico revela aumento
do volume muscular do gastrocnémio, postura levemente lordética, dificuldade de
levantar do chao (sinal de Gower), dificuldade para sustentar a cabeca quando
puxado para sentar de supino e marcha anseriana. Os meninos com DMD tendem a
conquistar marcos motores até os 6 ou 7 anos de idade, embora a fraqueza
muscular continue progredindo*>**. A perda da marcha ocorre por volta dos 12 anos
de idade, acelerando o surgimento de contraturas musculares e deformidades
articulares. A escoliose estd presente na maioria dos pacientes, e evolui mais
rapidamente apos a perda da marcha, aumentando a chance de problemas
cardiorrespiratérios associados. Os individuos afetados possuem uma expectativa
de vida de 20 a 30 anos, e 0 6bito acontece geralmente por insuficiéncia respiratdria

ou comprometimento cardiaco*>**.
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A distrofina é uma proteina localizada na superficie interna do sarcolema, e
sua principal funcdo é a de possibilitar uma conexao da membrana celular ao
mecanismo contratil da actina e aos filamentos de miosina e, externamente, com a
membrana basal. A distrofina liga-se a um amplo complexo glicoproteico que
envolve o sarcolema e liga-se a lamina basal, na matriz extracelular. A organizagcéo
e as propriedades caracteristicas de articulacdo das moléculas de distrofina
conduzem ao nivel de elasticidade da membrana celular. Assim, ela protege a
integridade da membrana durante os processos de contracdo e relaxamento®**3,

A mutagdo patogénica do gene DMD causa alteragdo na expressao da
distrofina, e quando esta proteina ndo € sintetizada, ocorre uma diminuicdo da
permeabilidade da membrana muscular, permitindo que uma quantidade excessiva
de calcio se acumule no interior da célula. Essa condicdo leva a uma
supercontratura miofibrilar, degradacédo das fibrilas e distdrbios metabdlicos que
culminam com a morte da fibra muscular'?**3. De acordo com Belanto™ (2014), no
musculo distrofico, a diminuicdo da sintese de distrofina se correlaciona com varios
fendtipos fisiopatolégicos, incluindo uma dramética reducdo do potencial de
contragdo e regeneracdo muscular, levando ao acumulo de tecido adiposo e
conjuntivo.

O aumento da infiltracao de lipidios no musculo esquelético de individuos com
DMD esta associado a fragueza progressiva e diminuicdo da capacidade funcional.
Exames ressonancia magnética (RM) tém fornecido informac¢des importantes sobre
esta infiltracdo lipidica intramuscular. O acumulo de lipidios intramusculares modifica
a fisiologia do musculo, dependendo de onde o lipidio é armazenado™®. Um estudo
realizado por Lott e colaboradores™® (2014) demonstrou uma fracdo de gordura
intramuscular substancialmente mais elevada em todos os participantes com DMD
gquando comparados a individuos sadios. No mesmo estudo foi observada uma
relacéo direta entre concentracao de lipidio intramuscular e idade do individuo.

O Sistema Nervoso Central (SNC) também esta envolvido na DMD,
resultando em perturbacéo significativa da fungcéo neuronal. Tanto a distrofina como
a utrofina, proteina homodloga a distrofina e também localizada na regido
subsarcolemal, estdo presentes também no SNC'. A distrofina encefélica esta
localizada na membrana pds-sinaptica cortical e nos neurbnios do cerebelo. O
cerebelo expressa uma isoforma de distrofina, a P-distrofina, diferindo em apenas

poucos aminoacidos e se localiza apdés as células de Purkinje. A C-distrofina se
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expressa nas células piramidais do cértex e no hipocampo, ao longo da membrana
do corpo celular e dendritos™®.

Os principais estudos sobre a DMD focam no comprometimento do musculo
esquelético, entretanto, além do atraso motor, observa-se também atraso cognitivo e
de linguagem. Pacientes com atraso mental somam 30% dos individuos
diagnosticados, prevaléncia maior do que a populacdo em geral, que possui taxa de
aproximadamente 1%". Outra medida de comparac&o é o coeficiente de inteligéncia
(Ql), onde pacientes afetados apresentam indice de 85, enquanto a populacao geral
oscila entre 90 e 120. Além do comprometimento cognitivo, observa-se nesses
individuos maior frequéncia de doencas psiquiatricas, como o Transtorno de Déficit
de Atencdo e Hiperatividade®. O diagnéstico é realizado pelo exame clinico, exame
do nivel da enzima Creatina Quinase e necessariamente confirmado pelo exame de
DNA ou pela anlise da proteina distrofina na musculatura esquelética®.

Apesar da DMD n&o ter cura, é necessario que seja realizado um tratamento
multidisciplinar desses pacientes, visando principalmente seu bem estar. Além de
meédico cardiologista, pneumologista e ortopedista para os comprometimentos ja
descritos, outros especialistas sao fundamentais para o tratamento, como
endocrinologista para o controle da osteoporose; oftalmologista para prevenir a
formacao de catarata; nutricionista, fonoaudidlogo e medico gastroenterologista para
uma ideal ingestdo calérica; médico pediatra e psicélogo para o acompanhamento
do desenvolvimento cognitivo e questdes comportamentais’®.

A fisioterapia vem completar essa equipe com um papel fundamental na
prevencdo de contraturas musculares e complicacdes respiratérias, na manutencao
da autonomia para a realizacdo das atividades de vida diaria, visando a melhor
gualidade de vida desses pacientes. Contudo, existe preocupacédo com a moderacao
dos exercicios fisicos realizados durante a sessdo, para que nao haja fadiga

muscular e possivel aceleracéo no processo degenerativo ja existente™.

1.1.3 Estresse Oxidativo

Estudos apontam que no processo fisiopatolégico da DMD também ocorre um
desequilibrio entre a formagcdo de agentes oxidantes e a atividade antioxidante,

causando danos e aumento da degeneracdo celular’®. Para discutir estresse
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oxidativo, é necesséario compreender que o termo radical livre refere-se ao &tomo ou
molécula altamente reativo, que contém ndmero impar de elétrons em sua ultima
camada eletrénica. O ndo-emparelhamento de elétrons da uUltima camada é que
confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas®®. Um exemplo é a formacéo
do superoxido (O»-.), que é derivado do oxigénio molecular (O). O O, é composto
por dois elementos oxigénio (O), cujo numero atdmico é oito, sendo sua distribuicdo
de elétrons estavel na ultima camada com dois elétrons solitarios (subnivel p). Para
formar o oxigénio molecular (O), os dois elétrons solitarios do subnivel p fazem
intercAmbio com os dois elétrons de outro elemento oxigénio, formando um
composto estavel com 12 elétrons na ultima camada (L). Acontece que, quando no
metabolismo normal ocorre uma reducdo do oxigénio molecular (O,), este ganhara
um elétron, formando o radical superoxido (O,-.), considerado instavel por possuir
treze elétrons na Gltima camada L*°.

As reacgOes que podem resultar no desemparelhamento de elétrons sao as de
reducdo, onde ocorre ganho de elétron, e as de oxidagcdo, perda de elétron.
Portanto, a formacado de um radical livre ocorre em reagdes de 6xido-reducao®®”8.
Ferreira'® (1997) j4 descrevia inimeras pesquisas que esclareciam o papel dos
radicais livres em processos fisiopatolégicos como envelhecimento, céancer,
aterosclerose e inflamac&o. Cohen®® (1989) ja afirmava que radical livre ndo era o
termo ideal para denominar 0os agentes reativos patogénicos, pois alguns deles néo
apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima camada. Portanto, como em
sua maioria sdo derivados do metabolismo do O,, o termo “espécies reativas ao
oxigénio” (ERO) se torna mais apropriado. Durante o funcionamento normal do
metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducéo tetravalente, com aceitacdo de
quatro elétrons, porém, durante as reac¢des sdo formados intermediarios reativos,
formando entdo os principais ERO como o radical superoxido (O,-.), hidroperoxila
(HO,), hidroxila (OH"), e o peréxido de hidrogénio (H-0,)" .

O radical superoéxido (O»-), formado em todas as células aerdbicas, é a primeira
das espécies formada pela redugédo do oxigénio por um unico elétron, podendo agir
como oxidante e como redutor®®. O O,- se forma através de varias vias metabdlicas,
como a cadeia respiratoria mitocondrial, via da xantina oxidase, via da NADPH via
da sintese de prostaglandinas no reticulo endoplasmatico liso?*?*?2, O hidroperoxila
(HO,) é considerado mais reativo que o superoéxido, por possuir maior facilidade em

destruir membranas celulares’®. Ja o hidroxila (OH) é considerado o ERO mais
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reativo dos sistemas biolégicos'’. O peréxido de hidrogénio (H,0,), apesar de nédo
ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada,
€ um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, porque participa da reacdo que
produz o OH™,

Para que ocorra o funcionamento ideal das células é essencial que haja o
equilibrio entre agentes o6xido-redutores, como as ERO, e o sistema de defesa
antioxidante. Segundo Halliwel®® (2006), antioxidante é qualquer substancia que,
qgquando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel,
regenera o substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo. Portanto,
como forma de protecdo, a célula possui um sistema de defesa que atua
basicamente em duas linhas: uma como detoxificadora, constituida por glutationa
reduzida (GSH), superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase
(GSH-Px) e vitamina E; e a outra linha tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida,
sendo constituida pelo &cido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela
GSH-Px**. A enzima SOD por sua vez, é responsavel pela conversdo do O, em
H,O,, o 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 superéxido, teremos o estresse oxidativo, pela
conversdo do H,0, em OH?,

A GSH é um tripeptideo, com papel fundamental de antioxidante enddgeno,
contendo cisteina. Ela é o tiol ndo proteico mais abundante nas células dos
mamiferos®*?°. Concentracées baixas de GSH tém sido identificadas em doencas
que tenham estresse oxidativo relacionado a sua fisiopatologia. A GSH esta
envolvida especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, por exemplo,
de reagir com um elétron ndo pareado de um ERO, formando um radical GS-, que
produz, por dimerizacdo, o0 GSSG (glutationa oxidada). O GSSG é, entdo, reduzido
pela glutationa redutase, regenerando o GSH, num processo as custas do NADPH.
Portanto, a GSH atua de maneira importante na protecao celular contra mudancas
no quadro oxidativo e na defesa contra xenobioticos. Entre as fun¢des do GSH, esta
a protecdo contra a peroxidacdo lipidica, e, através da glutationa-S-transferase,
detoxificar aldeidos reativos (como o malondialdeido) que sé&o gerados durante a
peroxidacao lipidica®®. Se, de fato, grande parte da acdo do GSH é obtida pela
inducdo de suas enzimas, € necessaria a manutencdo do nivel de GSH para

suportar a acdo funcional destas enzimas. Variagdes nos niveis de glutationa afetam
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diretamente a sintese de proteinas e de DNA. Oxidacdo ou deple¢do do GSH pode
diminuir a sintese protéica**. O GSH pode ser perdido de modo irreversivel em
situacdes de estresse oxidativo muito intenso, permanecendo na forma oxidada e
ndo sendo novamente reduzido®.

Halliwel?®

(2006) também afirmou que, quando ocorre um desequilibrio no
balanco redox, onde a geracdo de ERO ultrapassa a capacidade de reparo das
defesas antioxidantes do organismo, com a potencialidade exercer efeitos deletérios,
cria-se um estado denominado de estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre
em todas as células, independente da atividade realizada pelo individuo, mas em
determinadas situacbes, a quantidade elevada de oxigénio reativo liberado gera
danos cruciais em determinadas moléculas, tais como a lipoperoxidacdo e a
carbonilacéo de proteinas. Que por sua vez, levam a perda da atividade catalitica e
integridade estrutural da molécula®®.

Com o intuito de identificar os danos causados pelas ERO e a eficacia da
defesa antioxidante, comumente s&o utilizados biomarcadores sanguineos do
balanco redox. Eles sdo capazes de avaliar o dano oxidativo em estruturas lipidicas,
através da lipoperoxidagdo e avaliar o dano oxidativo a proteinas, através dos
compostos carbonilicos e sulfidrilicos. Todos os componentes celulares s&o
suscetiveis a acdo das ERO, porém a membrana é um dos mais atingidos em
decorréncia da lipoperoxidacdo, que acarreta alteracdes 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 citotéxicos, culminando com a morte celular®.

A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos mecanismos de
envelhecimento, de cancer e a exacerbacdo da toxicidade de xenobi6ticos®*?’.
Assim como na formacdo dos ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidacéo
sao prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir
do &cido aracdbénico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta
inflamatéria®*?’. As proteinas também séo alvos das ERO e causam modificacdo em
sua estrutura, provocando perda da funcéo e fragmentacao das estruturas proteicas,
resultando na proteina carbonil. Seu conteddo €, atualmente, usado como marcador
de oxidacdo, e suas alteracbes de concentragcbfes estdo sendo utilizadas na

identificacdo de doencas degenerativas e processos inflamatérios®.
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Algumas situacdes que geram ERO também podem auxiliar neutrdfilos e
macréfagos na defesa do organismo, pois contem atividade bactericida pela
degradacéo 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®®.

Nas DMP’s, a severidade do dano muscular é dependente da acdo das ERO,
na formacdo de residuos de carbonil provenientes de aminoacidos e proteinas.
Baseado nisso, um estudo realizado por Souza e colaboradores® (2011) avaliou o
dano oxidativo através de marcadores de estresse oxidativo e atividade de enzimas
antioxidantes em 25 pacientes com DMP e vinte cinco no grupo controle. Verificou-
se, no grupo com DMD, a diminuicdo apenas na atividade da SOD quando
comparada ao grupo controle. Houve também diminuicdo da SOD no grupo com
Distrofia Miotonica de Steinert quando comparado ao grupo controle. A atividade da
CAT, substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e Carbonil ndo mostraram
diferencas quando comparadas ao grupo controle.

No estudo realizado por Comim e colaboradores® (2015), foram investigados
os niveis do Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF), interleucinas e
parametros oxidativos no soro dos pacientes com DMP, onde demonstrou, assim
como no estudo anterior, em pacientes com DMD a diminuicdo da atividade somente
da SOD, quando comparados ao grupo controle. JA no estudo realizado por
Rajakumar e colaboradores® (2013) foi avaliado danos & fibra muscular de
pacientes com Distrofia Muscular de Cinturas, que, assim como a DMD também
apresenta perda da atividade contratil por lesdo muscular. Neste estudo foram
realizadas 15 bidpsias de musculos esqueléticos de individuos distroficos e 8 no
grupo controle, entre 6 e 28 anos de idade. Os resultados mostraram que a
lipoperoxidacao foi 2,5 vezes maior em comparagao ao grupo controle, e concluiu
que o estresse oxidativo estd associado com a evolug¢do da doenca, principalmente

por aumento dos niveis de ubiquinona.
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1.1.4 Metabolismo Energético

O funcionamento celular ideal depende diretamente do equilibrio entre a
formacédo de ERO e a atividade antioxidante, além do suporte energético necessario
para que reacdes quimicas ocorram®. Na DMD, o dano oxidativo gera alteracdes na
membrana celular que provoca diminuigdo na producgdo de energia necesséria, tanto
para o funcionamento quanto para a recuperacdo celular. Coletivamente, essas
reacbes sdo denominadas metabolismo energético®?. Para isto, existe a necessidade
de vias metabdlicas capazes de converter nutrientes alimentares numa forma de
energia biologicamente utilizavel, o ATP*. O cérebro, por exemplo, desenvolve uma
intensa atividade metabdlica, mas possui pouca reserva energética em relacdo ao
grande consumo de glicose, existindo assim uma necessidade continua de
substratos energéticos®*.

Nas células de um modo geral, a energia chega na forma de trifosfato de
adenosina (ATP), substrato fundamental também no tecido muscular, possibilitando
a contracdo das fibras. Como o exercicio fisico requer um suprimento constante de
ATP, seria l6gico pensar que nas fibras musculares existem vias metabodlicas com
capacidade de répida producdo de energia®. Na realidade existem trés vias
responsaveis pela producdo de ATP: atividade da creatina quinase, glicolise e
formacdo oxidativa do ATP, ou cadeia respiratéria. As duas primeiras ocorrem de
maneira anaerébia e produzem pouco ATP, em contra partida, a cadeia respiratoria
ocorre de maneira aerébica e é capaz de produzir maior quantidade de ATP333*.

O mecanismo responsavel pela producdo dessa energia vital se chama
respiracdo celular, e esta dividida em trés etapas: a glicélise, o ciclo de Krebs e a
cadeia respiratéria. A glicélise acontece no citoplasma da mitocéndria e realiza a
quebra da glicose em duas moléculas menores chamadas piruvato, resultando em
pouca producdo de ATP e transformacdo do primeiro nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NAD) em NADH, coenzima transportadora de elétron. A funcdo do
ciclo de Krebs, que ocorre ja na matriz mitocondrial, € remover o hidrogénio
(energia) do piruvato (resultante da glicolise) com a utilizacdo de NAD ou flavina-
adenina-dinucleotideo (FAD) para que essa energia seja utilizada na cadeia
respiratéria. Através da NADH e o FADH,, ocorre a combinacdo com o difosfato de
adenosina (ADP) + P e finalmente a formacdo do ATP*. O NADH e o FADH,,
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formados na glicolise e no ciclo de Krebs, sdo moléculas ricas em energia, pois cada
uma delas possui um par de elétrons com alto potencial de transferéncia. Estes
elétrons quando séo utilizados para reduzir o oxigénio molecular até a agua, liberam
grande quantidade de energia que pode ser usada para gerar ATP. As mitocondrias,
organelas celulares com fungéo de producédo de ATP, contém as enzimas do ciclo
de Krebs e as enzimas de oxidacdo dos &cidos graxos, além dos complexos
respiratérios>>. Portanto, qualquer tecido que possua atividade metabdlica aerébica
intensa, como o0 encéfalo e 0o musculo esquelético e cardiaco, apresentam altas
concentracdes dessa organela®.

A cadeia respiratoria é o estégio final do metabolismo que produz energia nos
organismos aerobicos, formada por quatro complexos proteicos (I, Il, ll-1ll e 1V) e dois
componentes que ndo fazem parte dos complexos, a coenzima Q, que transporta
elétrons do Complexo | e Il ao complexo lI-lll, e o citocromo ¢, que transporta
elétrons do complexo lI-lll ao complexo IV. Ela €, portanto, o processo no qual se
forma ATP quando o NADH e o FADH, transferem elétrons, por uma série de
transportadores de elétrons®. A membrana interna da mitocéndria é impermeéavel a
maior parte de moléculas menores e de ions de prétons, porém, aqueles que
possuem transportadores especificos conseguem chegar até o interior da
membrana. E é no seu interior que se encontram 0s componentes da cadeia
respiratéria e a ATP sintase®”.

O complexo | contribui significativamente para a producdo de energia na
mitocbndria, pois € responsavel pela transferéncia de elétrons do NADH para a
ubiquinona, formando ubiquinol (QH2). Por meio da NADH desidrogenase ocorre o
bombeamento de quatro ions de hidrogénio para fora da matriz da mitocéndria. Por
fim, estes elétrons séo transferidos a uma ubiquinona mével no centro hidréfobo da
membrana, resultando na captacdo de mais dois prétons da matriz®. O complexo I
é denominado de succinato, onde a ubiquinona oxirredutase é formada pela
succinato desidrogenase (SDH), enzima do ciclo de Krebs, que gera FADH; na
oxidacdo de succinato a fumarato e trés subunidades hidrofobicas. Os elétrons e os
prétons do succinato sao transferidos para o FAD, que se reduz a FADH, e néo sai
do complexo. Por esses componentes passam o0s elétrons derivados do FADH,, e
finalmente serem doados para a ubiquinona e entram na cadeia respiratoria>°.

Duas outras enzimas, a glicerol fosfato desidrogenase e a acil CoA

desidrogenase, transferem do mesmo modo seus elétrons de alto potencial do



18

FADH,, para ubiquinona, formando QH2, o estado reduzido da ubiquinona. O
complexo Il transfere elétrons do QH2 para o citocromo c, rea¢do que serve para o
bombeamento de mais quatro protons. O ultimo complexo IV é responsavel pela
doacéo de quatro elétrons para a molécula de oxigénio (O2) que, liga-se a protons
do meio e converte-se em agua®****. A importancia da ligacdo indireta entre a
transferéncia de elétrons € que um ndo ocorre sem 0 outro. Assim quando 0s
prétons ndo estao sendo utilizados para a sintese de ATP, o gradiente de proétons e
o potencial de membrana estdo sendo formados. Essa pressdo de retorno de
protons é o que vai controlar a velocidade de bombeamento de prétons, no qual

controla o transporte de elétrons e o consumo de oxigénio™.
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Figura 2- Complexos da Cadeia Respiratdria Mitocondrial
Fonte: Adaptada de Timpani e colaboradores® (2015).

Deficiéncias no funcionamento normal da cadeia respiratoria mitocondrial
levam & diminuicéo da sintese de ATP*'. Sabe-se também que o dano causado a
mitocondria leva a uma rapida queda na producéo de energia e consequente morte
celular®?. As citopatias mitocondriais sdo as doencas hereditarias do metabolismo
mais frequentes, e segundo a literatura, alteragcbes do complexo | sdo mais
frequentes®. As necessidades celulares de ATP variam segundo o estado fisiolégico
do tecido ou 6rgdo, sendo o cérebro o tecido de maior demanda, pois mesmo em
repouso, € extremamente sensivel as variagcbes no metabolismo energético. Mesmo
constituindo apenas 2% do peso corporal, o cérebro possui alto consumo de

energia, chegando a aproximadamente 25% do total da glicose corporal. O
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suprimento de ATP no encéfalo dura em torno de segundos, o que explica a rapida
deterioracdo que ocorre no encéfalo devida a privacdo de 0,*,

Madrigal e colaboradores® (2001) observaram em seu estudo uma alteracéo
na cadeia de transporte de elétrons em encéfalo de ratos submetidos ao estresse
crénico. Em pacientes com DMD, h& uma evidéncia de desordem na arquitetura do
SNC, anormalidades nos dendritos e perda neural’. No camundongo mdx, modelo
animal da DMD, observa-se diminuicdo de 50% no numero de neurdnios, quando
comparados a encéfalos que expressam distrofina, e perdas neurais nas regides do
cortex e tronco encefalico, levando a conclusdo que ambos possuem alteracbes
morfologicas®®. Navarro e colaboradores®® (2004), afirmou que a atividade
enzimatica dos complexos | e IV sdo marcadores de funcdo mitocondrial, e que
aumentos da atividade dessas enzimas sdo diretamente relacionados com os
produtos oxidativos e a funcdo neurolégica em camundongos mdx. Sabe-se,
portanto, que doencas neurodegenerativas estdo associadas a alteracbes do
metabolismo energético encefalico, visto que essas doencas, incluindo a DMD,
possuem alteraces do funcionamento dos complexos da cadeia respiratoria**’.
Tuon e colaboradores®® (2010) investigou a atividade da cadeia respiratéria
mitocondrial e da creatina quinase em encéfalos de camundongos mdx, e observou
diminuicdo da atividade no complexo | em cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo,
estriado e cortex total, mas ndo houve alteracdo na atividade do complexo Il. Houve
também um aumento da atividade do complexo II-lll no cortex e na atividade do
complexo IV no pré-frontal e estriado. A atividade da creatina quinase apresentou
aumento em hipocampo, cértex pré-frontal, cortex e estriado, corroborando com
estudos anteriores, onde a disfuncdo da cadeia respiratéria mitocondrial e o
aumento na atividade da creatina quinase no cérebro de camundongo mdx foi
evidente.

Sabendo-se das alteracbes encontradas na fisiopatologia da DMD, inimeros
estudos tem investigado tratamentos que diminuam do estresse oxidativo e
melhorem a atividade mitocondrial. Nesse contexto, tratamentos alternativos, como
protocolos de exercicio fisico, também estdo sendo estudados como possiveis

recursos para diminuir a progressao da doenca.
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1.1.5 Exercicio Fisico

A pratica de exercicio fisico vem sendo descrita desde os primérdios da
humanidade, onde o homem dependia da sua forga, velocidade e resisténcia para
sobreviver. Mais tarde na Grécia, a préatica de exercicio foi fundamental para a
preparacdo bélica e treinamento de gladiadores. Ja no século XIX, na Europa, essa
pratica surge em forma de jogos escolares, ginastica e dancas, sempre com 0 intuito
de bem-estar e saude. No Brasil, com a implantacdo do estado novo em 1930, surge
a tendéncia militar nos programas de exercicio fisico na area escolar, mas s6 em
1940 a Educacao Fisica iniciou seu ingresso na area pedagoégica. Porém, somente
em 1970 a prética de exercicio fisico foi difundida como benéfica para saude e
qualidade de vida*.

Atualmente, exercicio fisico pode ser entendido como uma forma de atividade
fisica planejada, repetitiva, com orientacdo profissional, que visa desenvolver a
resisténcia fisica e as habilidades motoras®. Diferente da atividade fisica, que pode
ser qualquer movimento corporal produzido pela musculatura esquelética, de
maneira passiva ou ativa, que resulte em gasto energético®. Sua pratica regular pode
contribuir para o reforco da musculatura, perda de excesso de peso,
aperfeicoamento de habilidades atléticas, melhoria ou manutencdo do
funcionamento ideal do sistema cardiovascular, estimulacdo do sistema imunolégico,
além de contribuir na prevencdo de doencas sistémicas cronicas®*>"2. Contudo,
existe na literatura importante distincdo entre exercicio fisico para prevencdo de
doencas cronicas e para 0 bom condicionamento fisico, com relacdo a sua
frequéncia, intensidade, tipo e duracéo dos exercicios realizados®*?3.

A influencia do exercicio fisico no SNC também vem sendo discutida,
especialmente os exercicios fisicos aerobios, por apresentarem efeito benéfico nas
funcdes cognitivas®. Ele possui capacidade de aumentar a producdo de
neurotrofinas encefalicas, especialmente o BDNF, além de induzir uma cascata de
processos celulares e moleculares que favorecem a angiogenese, a neurogenese e
sinaptogenese®. Evidéncias sugerem que o exercicio fisico possua agéo protetora
para doencas neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e Parkinson®.
Pacientes com desordens como ansiedade e depressdo também podem se

beneficiar dos efeitos do exercicio fisico, por aumentar a sensacdo de bem estar
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psicolégico e diminuir o isolamento social®. Portanto, pode-se concluir que existem
provas convergentes em varios niveis que os beneficios do exercicio fisico também
atingem o SNC e influenciam varios transtornos neuropsiquiatricos®?.

No corpo humano, o tecido muscular se torna fundamental para a pratica de
qualquer exercicio fisico®®. Além disso, o misculo possui uma capacidade notavel de
regenerar-se, apos microlesdes, causados pela intensidade ou tipo de exercicio.
Essa regeneracdo acontece gracas a mdultiplos fatores, mas principalmente as
células satélites. Estas células estédo localizadas abaixo da lamina basal do tecido
muscular e, quando ocorre uma lesdo elas séo transformadas em novas células
musculares, ou mioblastos, tornando possivel a regeneracéo tecidual®®®’.

Na DMD, as alteracoes fisioldgicas tipicas da doenca impossibilitam que o
paciente realize diversas tarefas que recrutem uma maior demanda de forca
muscular, e entre elas esta a pratica de exercicio fisico. Contudo, existe na literatura
importante distingdo entre exercicio fisico para prevencdo de doencas crbnicas e
para o bom condicionamento fisico, com relacéo a sua frequéncia, intensidade, tipo
e duracdo dos exercicios realizados®®. Por este motivo, em pacientes com DMD, a
recuperacdo muscular ndo ocorre de maneira tdo eficaz, pois sua facilidade em
chegar a fadiga muscular faz com que as células satélites se esgotem rapidamente e
sua capacidade de recuperac¢do da funcdo se torna limitada. Nos ultimos anos,
alguns estudos tentaram implantar estes mioblastos, ou células satélites, em
camundongos mdx, demonstrando aumento da capacidade de regeneracao
muscular. Porém, quando reproduziram a pesquisa em criangcas com DMD néao
tiveram o mesmo sucesso®**’. Fukada®® (2010) concluiu em seu estudo que células
satélites sdo células-tronco envolvidas no crescimento muscular e sua regeneracao,
e que o microambiente influencia no comportamento dessas células. O estudo
também afirma que células satélites sdo uma fonte para a terapia de transplante de
células, mas a preparacdo das ceélulas de doadores viaveis em uma grande
quantidade ainda ndo é possivel. Para superar esta limitacdo, a técnica de
reprogramacao estd agora no centro das aten¢des em novos ensaios clinicos.

A diminuicdo progressiva da forgca em pacientes com DMD resulta em
limitagbes funcionais e aumento progressivo do numero de quedas. Como
consequéncia, suas possibilidades fisicas e interacdo social se tornam cada vez
mais limitados. Estudos utilizando a pratica de exercicio fisico em individuos com

DMD tem sido realizado no intuito de diminuir a deterioracdo muscular, contraturas
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musculares, fraturas ésseas e aumentar o tempo independéncia funcional®®. Com
base nas evidéncias até entdo disponiveis, e experiéncia clinica, diretrizes
internacionais recomendam a estes pacientes a realizacdo de exercicios ativos
assistidos e exercicios na agua, mas evitar exercicios excéntricos®®. Em contra
partida, protocolos de exercicio fisico de alta intensidade, determinado por meio do
VO,max, em pacientes com distrofias musculares diversas, tem demonstrado
aumento de nivel de creatina quinase, indicando de esses exercicios podem induzir
danos celulares®.

A fim de desenvolver um quadro racional para responder questdes sobre o
papel do exercicio na DMD, um estudo realizado em 2012 apontou cinco
mecanismos fisiopatologicos e ofereceu breves hipdteses a respeito de como o
exercicio fisico pode beneficamente modular a fisiopatologia da doenca, baseando-
se no fato de que o exercicio fisico possui efeito protetor da membrana celular,
diminui o influxo de calcio e aumenta a capacidade de regeneracdo muscular e a
atividade antioxidante®. O estudo concluiu que existe forte necessidade na
investigacdo sobre os mecanismos fisiopatologicos da DMD e que a incorporagéo de
exercicio em projetos experimentais poderia ajudar significativamente nesse
processo’.

Num estudo randomizado controlado, trinta meninos com diagnéstico DMD
participaram de um programa de exercicios fisicos com duracdo de 24 semanas e
realizaram exercicios de baixa intensidade na bicicleta para membros inferiores e
superiores. Os resultados do estudo foram avaliados pela Medida da Fun¢éo Motora
(MFM) e a pontuagdo permaneceu estavel no grupo de intervencdo e diminuiu
significativamente no grupo controle®®. Quando comparado os efeitos de dois tipos
de protocolos de exercicio com bicicleta adaptada para membro superior e inferior
em pacientes em estagio inicial da doenca, observou-se a melhora mais acentuada
nos escores correspondentes funcdo de membro superior, quando comparada a
deambulagcéo. Portanto, os resultados deste estudo demonstraram que o
treinamento de membros superiores é mais eficaz na preservacdo e melhoria do
nivel funcional de inicio da doenca em pacientes com DMD®%.

O Teste de Caminhada de seis minutos (TC6) tem se mostrado factivel e
confiavel como instrumento para ensaios clinicos com pacientes com DMD que
estdo focados terapeuticamente na manutencdo da deambulacdo e abrandamento

da progressdo da doenca®. Baseando-se nisso, um estudo de coorte com 114
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pacientes com diversas doencas neuromusculares avaliou fraqueza e fadiga
muscular através do TC6 na esteira e compararam os valores obtidos com valores
normais ja descritos em literatura. O aumento da fraqueza muscular foi significativo
em todos 0s grupos, e a fadiga (medida pela distancia percorrida) diminuiu apenas
no grupo de participantes com DMD, de 75,8% para 62,3%°*.

O relatério do Muscular Dystrophy Campaign workshop: Exercise in
neuromuscular diseases, realizado em 2002 aponta que ap0s a discussado sobre a
pratica corrente na prescricdo de exercicio fisico associado a doencas
neuromusculares, algumas decisdes foram tomadas: (1) os programas de exercicios
devem estar ligados a atividades de vida diaria; (2) os grupos musculares devem ser
alongados e os grupos opostos devem ser fortalecidos; (3) a hidroterapia deve ser
indicada, mas ha poucas evidéncias dos seus beneficios publicadas; (4) os cuidados
devem ser tomados em estudos de exercicios em camundongos mdx para
comparacao com pacientes com DMD, pois a histéria natural da distrofia muscular é
muito diferente no camundongo mdx em comparag¢do com pacientes de DMD, mas
ha evidéncias de que a contracdo excéntrica leva ao aumento da lesdo muscular®.

Estudos com exercicio fisico em camundongos mdx jovens (21 dias de vida)
utilizando roda de corrida voluntaria tém mostrado diminuicdo da progressao da
doenca, pelo aumento da resisténcia a fadiga e forca muscular, indicando beneficios
a salde desses animais especialmente quando iniciado em uma idade precoce®.
Porém, estes dados também sugerem que pode haver um limite funcional para
atividade muscular desses animais, particularmente na membrana celular que sera
limitada, ao passo que a forca muscular € aumentada. Determinar esse limite
poderia auxiliar na prescricdo de um exercicio fisico adequado. Para comprovar
essa teoria, camundongos foram forcados a correr na esteira e o processo distrofico
foi claramente observado, com aumento da concentracdo de calcio intracelular e
consequentemente aceleracéo do processo distréfico®®.

Um estudo que aplicou protocolo de 12 semanas de exercicio em
camundongos exercitados em roda voluntaria observou o aumento expressivo da
proteina utrofina no quadriceps e séleo de 334,63% em relacdo ao controle nao
exercitado. O exercicio aumentou também os ndcleos celulares centrais em 4+1% e
concluiu que a pratica de exercicio pode ser uma intervencao segura para pacientes
com DMD®. Por outro lado, um estudo realizado anteriormente determinou as

consequéncias do exercicio fisico em roda voluntaria a longo prazo, e observou
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diminuicdo da funcdo diafragmatica em 60%, aumento de massa muscular e forca
de séleo e gastrocnémio (36%), aumento do musculo cardiaco (15%), tamanho da
camara do ventriculo esquerdo (20%) e volume sistolico em duas vezes quando
comparado ao grupo nao exercitado®.

J& em um protocolo e exercicio na esteira, foi avaliado o consumo méximo de
VO, e desempenho nos exercicios fisicos no inicio e no final do protocolo. Os
resultados mostraram que o consumo de VO, maximo, tempo de exaustao,
velocidade na exaustdo e gasto calorico diminuiram significativamente no final do
estudo®®. Também utilizando a esteira ergométrica como recurso, foram descritos
dois protocolos de exercicio de alta intensidade (12 m/min) padronizados para o
exercicio em camundongos mdx, analisando alteracbes moleculares. Tanto o
protocolo A (Unica sessdo de 30 minutos), quanto o protocolo B (4 semanas, com
exercicio duas vezes por semana) aumentaram significativamente marcadores de
lesdo muscular, concluindo que uma Unica sessao de exercicio em esteira 30 min é
um teste de rastreio rapido e suficiente para avaliar os beneficios ou maleficios de

estudos pré clinicos.

1.1.5.1 Intensidade do exercicio fisico e concentracédo de lactato sanguineo

Desde a década de 60, estudos identificaram que a concentracdo de lactato
sanguineo ao exercicio fisico pode ser considerado um indice para avaliacdo da
intensidade de uma atividade aerébia’. Ainda neste periodo, surgiu o termo “Limiar
Anaerébio” para identificar a intensidade de esforco onde existe o aumento da
concentracdo de Lactato sanguineo durante o exercicio de cargas progressivas’".
Posteriormente, pesquisadores vem verificando a validade da resposta do lactato,
como indice de avaliacdo aeroObia, independente de muitos fatores, como idade,
sexo e tipo de exercicio, além de indicar a quantidade total de energia que pode ser
fornecida pelo sistema aerébio’>. Sendo assim, as adaptacdes decorrentes do
treinamento aerdbio que sdo encontradas no musculo esquelético, determinam o
aumento da taxa de remocdo do lactato durante o exercicio fisico e
consequentemente, uma diminuicdo da sua concentragdo sanguinea para a mesma

intensidade. Desta maneira, pode-se afirmar que, ocorrendo modificacdes com o
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treinamento ou mesmo com a falta de treinamento, a resposta do lactato sempre se
modificard na mesma direcéo e proporgéo’.

Entre os principios do treinamento fisico esta a individualidade, onde se
propdes que a sobrecarga a ser aplicada deve observar a capacidade funcional de
cada individuo. Por este motivo, a intensidade do exercicio pode ser o fator mais
importante, determinando quase que isoladamente, a existéncia ou nao de
adaptacdes com a realizacdo do exercicio fisico’®. Além disso, a intensidade do
exercicio também ¢é fundamental para a elaboracdo de um delineamento
experimental, que se utilizara do exercicio para estudar o comportamento de uma
determinada variavel. Alguns procedimentos podem ser utilizados para determinar a
intensidade do exercicio fisico, como o estresse fisiolégico, VO,max ou resposta ao
lactato sanguineo, onde o exercicio fisico pode se tornar mais individualizado’. A
determinacdo da intensidade do exercicio fisico utilizando o Limiar de Lactato (LL)
pode ser encontrada pela glicogendlise muscular, tendo como resultado o tempo de
fadiga por deplecdo do glicogénio de até trés horas. Este resultado ocorre pela
estreita associacdo entre a resposta do lactato e as catecolaminas plasmaticas .

O modelo apresentado por Gaesser e Poole”™ (1996) propde trés dominios
em relacdo a intensidade de esforco: moderado, pesado e severo. O dominio
moderado compreende todas as intensidades de esfor¢co que podem ser realizadas
sem a modificacdo do lactato sanguineo em relacéo aos valores de repouso, isto é,
abaixo de LL. O dominio pesado, inicia a partir da menor intensidade de esforco
onde o lactato se eleva, e tem como limite superior, a intensidade correspondente a
media de 4mM de lactato. J& o dominio severo, ndo existe fase estavel de lactato
sanguineo, com este se elevando durante todo o tempo de esfor¢o, até que o
individuo entre em exaustao.

A maxima fase estavel de lactato (MFEL) € a maior carga de trabalho que
pode ser mantido ao longo do tempo, sem actimulo de lactato no sangue’™. O
aumento sérico de mais de 1 mmol/L entre o 10° e o 30° minuto durante o exercicio
fisico parece ser o procedimento mais razoavel para a determinacdo da MFEL. A
mensuracao do lactato € dependente do ergdbmetro utilizado no estudo, o que
implica cuidados na generalizacdo de informagbes equivocadas a cargas de
treinamento prescritas pela concentracdo de lactato sanguineo’’. Portanto, quando a

carga de exercicio se mantem abaixo da MFEL, ndo ocorre acumulo de lactato, e
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guando esta carga ultrapassa a MFEL, a taxa de producéo de lactato excede a taxa
de sua remocao e ele se acumula’®.

O exercicio fisico intenso e continuo € acompanhado pela producdo de ERO,
que provocam lesbes na membrana celular acompanhada por um processo
inflamatério ao nivel das fibras musculares. Véarias causas foram sugeridas para
estas alteracdes, como aumento da microcirculagdo, producdo de metabdlitos
toxicos e deplecao intramuscular dos substratos energéticos. Esse dano muscular
estd associado com aumentos dos niveis plasmaticos de creatina quinase e de
lactato desidrogenase (LDH), o que serve como indicador do aumento da
permeabilidade celular resultante”.

Um estudo realizado por Ishii’® (2013) observou que antes de efetuar um
determinado exercicio fisico com 50% da contracdo maxima voluntaria (CMV), os
individuos apresentavam 1.2 + 0,19 de concentracéo de lactato no sangue (mmol/L);
e apls a realizacdo da atividade, apresentaram 1,8 + 0,25 (mmol/L) de lactato.
Concluiu-se, portanto que, niveis de lactato no sangue sao diretamente
proporcionais a intensidade do exercicio realizado. Mensurar indice de lactato em
individuos com DMD pode ser fundamental para identificar a acidose metabdlica,
processo causador de degradacgédo celular e por provocar alteracées no sistema

respiratério, renal e nervoso*3.

1.1.6 Modelo animal de Distrofia Muscular de Duchenne

Pesquisas realizadas com animais sempre foram polémicas e repletas de
controvérsias. No entanto, estratégias de tratamento de doencas ésteomusculares
estdo sendo validadas através de estudos em animais e sobre seus resultados
existem poucas contradicbes’®. A partir da identificacdo do gene defeituoso da DMD
em humanos, tornou-se possivel encontrar o0 mesmo defeito em outros animais,
como cédo, gato e camundongo. Entre as espécies pesquisadas, chegou-se ao
consenso que o camundongo mdx possui 0 maior numero de caracteristicas em
comum, ainda que haja diferencas importantes na fisiopatologia de ambos®’°.

Estudos genéticos mostraram que o camundongo mdx possui mutacdo no
gene da distrofina, assim como em humanos. Ele também apresenta intenso

infiltrado inflamato6rio nas areas de mionecrose, mas difere dos humanos por nao
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apresentar intensa fibrose e depdsito de tecido adiposo no musculo. A degeneracao
e fibrose do tecido do diafragma s&o muito semelhantes entre os dois, assim como o
processo de envelhecimento e sobrevida diminuida®. Portanto, o camundongo mdx é
considerado o modelo animal mais aceito para estudos de doencgas que tem como
principal causa a deficiéncia da distrofina. Esses animais permitem a realizagéo de
estudos criteriosos com a utilizacdo de agentes moduladores, capazes de modificar
o curso da doenca e possibilitar avangos no tratamento da DMD®.

O sistema musculo esquelético do camundongo mdx sofre degeneracéo e
ciclos de regeneragdo semelhante aos humanos com DMD, de forma mais aguda
entre as idades de 3 e 10 semanas. Observa-se melhora do processo degenerativo
apos 10 semanas de idade e é atribuida a supra-regulacdo da proteina utrofina, um
homologo da distrofina. Outro modelo animal que apresenta a fisiopatologia
semelhante a DMD é o modelo canino do golden retriever (GRMD), cujo
caracteristicas se aproximam do camundongo mdx, mas por causa da limitada
disponibilidade destes animais e 0s custos de manutencdo uma colénia, a sua
utilizacdo em estudos de exercicio fisico seria limitado. No entanto, uma vez que o
exercicio adequado da prescricao for definida em camundongos distréficos, um
estudo dirigido com o cdes GRMD seria uma boa ponte para estudos em seres

humanos®.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico aerdbio sobre a

degeneracéo de tecido muscular e cerebral em camundongos portadores de DMD.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a Maxima Fase Estavel do Lactato em camundongos mdx;

e Verificar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico baseado na MFEL
sobre o dano oxidativo através da carbonilacdo de proteinas e peroxidacao
lipidica em musculo esquelético e tecido encefélico de camundongos mdx;

¢ Avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico baseado na MFEL sobre
a formacéo de Tidis livres, em musculo esquelético e tecido encefalico em
camundongos mdx;

e Verificar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico baseado na MFEL
sobre a atividade dos Complexos Enzimaticos da Cadeia Respiratoria
mitocondrial (complexos |, II, Ill e IV) e creatina quinase em musculo

esquelético e tecido encefalico em camundongos mdx.
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3. METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo caracteriza-se como experimental com a utilizacdo de um modelo

animal.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
as recomendag0des internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratorio,
além das recomendacdes para o0 uso de animais da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e comportamento (SBNeC). Este projeto foi executado apos
aprovacado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais - CEUA da Universidade do
Sul de Santa Catarina, conforme Registro 14.017.4.08.1V.

3.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos machos mdx e wild-type (Black C57BJ/6) com
28 dias, pesando entre 25-30g, procedentes da USP — Sao Paulo. Os animais foram
mantidos no Biotério do LANEX e acondicionados em 5 animais por caixa, ciclo de
claro e escuro de 12 horas (06:00 as 18:00h) e comida e agua ad libitum. O

ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1° C.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

3.4.1 Determinacgdo da intensidade do exercicio pela maxima fase estavel do
lactato (MFEL)
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A fim de determinar a intensidade do programa de exercicio fisico foi utilizado
o teste da MFEL. Para isto, os animais (utilizados apenas para este teste. n=15)
foram submetidos a 2 sessdes de exercicio fisico com intensidade constante por 30
minutos, no qual as amostras de sangue foram coletadas no 10° e no 30° minuto de
exercicio para a subsequente analise da concentracdo de lactato. Cada teste foi
conduzido em dias diferentes (com intervalos de 7 dias) correspondente as
seguintes cargas de trabalho: 6 e 9m/min. O critério para considerar a intensidade
da MFEL foi o aumento da concentracdo de ndo mais que 1 mmol/L entre 0 10° e 0
30° minuto de exercicio fisico’®.

Para a determinagdo da MFEL, foi realizada a higienizacdo do local com
alcool (70%) e apOs este procedimento a porcao distal da cauda do animal foi
ligeiramente seccionada com uma tesoura cirurgica e 25 pl e uma gota de sangue foi
inserida na fita de coletado lactato, e por meio de um lactimentro portatil
(Accutrend® Roche, Basel, Suica), foi realizada a mensuragdo do nivel sanguineo
de lactato. Antes de cada teste o equipamento foi calibrado de acordo com
instrucdes do fabricante.

Para a realizacdo do protocolo de exercicio fisico aer6bio Os animais foram
divididos em 4 grupos de 15 animais cada: 1) wt ndo exercitado; 2) wt exercitado; 3)
mdx ndo exercitado; 4) mdx exercitado. Os animais dos grupos nao exercitado, ndo
fizeram nenhum tipo de exercicio fisico, permanecendo em suas caixas moradia
durante todo o tempo do experimento. JA os animais dos grupos submetidos ao
exercicio fisico (grupo exercitado) passaram por um protocolo de treinamento
aerodbico por 8 semanas sendo realizado 2 vezes por semana®. Vinte e quatro horas
apos o ultimo dia de exercicio, os animais foram submetidos a morte indolor
assistida para a retirada do musculo gastrocnémio e cértex pré-frontal, cerebelo,
hipocampo, estriado e cortex total (tecido encefélico). As amostras foram isoladas
para posterior analise e acondicionadas em tubos plasticos congelando-se a -80°C.

3.4.2 Protocolo de exercicio fisico de baixa intensidade

Os animais foram submetidos ao treino duas vezes por semana, durante 8

semanas, em uma esteira sem inclinacdo com velocidade e tempo programados e
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adaptados para este fim. O tempo de cada treinamento foi de 30 minutos®®. Os
animais foram habituados na esteira durante sete dias antes do inicio do programa
de treinamento, com velocidade de 4 m/min, a fim de minimizar o estresse causado
pelo ambiente diferente. O programa de treinamento foi realizado em esteira
ergométrica de uso humano e adaptada para camundongos, com 16 raias
individuais (25 x 10 x 9,5 cm) de acrilico.

3.5 ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.5.1 Mensuragdes de Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Medida de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS): como
indicio de peroxidacdo lipidica foi medido a concentragcdo de TBARS tecidual
cerebral durante uma reacdo A&cida aquecida como previamente descrito®.
Brevemente, as amostras obtidas foram misturadas com 1 ml de &cido tricloroacético
10% e 1ml de acido tiobarbitlrico 0,067%, fervidas por 15 minutos, e apds a
quantidade de TBARS foi determinada pela absorbancia em 535 nm através do

espectrofotdmetro.

Medida do dano oxidativo em proteinas: o dano oxidativo em proteinas
teciduais foi determinado pela medida de grupos carbonil conforme previamente
descrito®. Brevemente, as amostras obtidas foram precipitadas em adicéo de acido
tricloroacético 20% e as proteinas dissolvidas com dinitrofenilidrazina (DNPH). O
contetido dos grupamentos carbonil foi medido pela absorbancia em 370 nm através
do espectrofotdmetro.

Atividade de Tidis Livres: As amostras foram precipitadas com TCA a
10%, centrifugado, e o sobrenadante foi adicionada a DTNB (5,599 -ditiobis-2-
nitrobenzdico - 1,7 M) e Tampéao Tris-HCI (30 mM, contendo acido etilenodiamino
tetra-acético acido-3 mM de EDTA, pH 8,9). Os resultados foram expressos em Tiol
(e = 1.4156104M21cm21) em nmol / mg de proteina®.
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Dosagens de Proteinas: As proteinas foram determinadas pelo método de

Lowry®® e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrao.

3.5.2 Atividade dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial

Preparacdo do Tecido e do Homogeneizado: Para a determinacdo da atividade
dos complexos enzimaticos da cadeia respiratoria, a estrutura cerebral foi
homogeneizada (1:10, p/v) em tampao SETH, pH 7,4. O homogeneizado foi
centrifugado a 800xg por 10 minutos e o sobrenadante armazenado a —80°C para

determinacao da atividade enzimatica.

Atividades dos Complexos Enziméticos da Cadeia Respiratoria Mitocondrial: A
atividade do complexo | foi avaliada pelo método descrito por Cassina e Rad®’ pela
taxa de NADH-dependente da reducdo do ferricianeto a 420 nm. A atividade do
complexo Il foi medida pelo método descrito por Fischer e colaboradores® (1985),
em que a diminuigéo da absorbancia do 2,6 — dicloroindofenol (DCIP) em 600 nm foi
usada para o célculo da atividade do complexo Il. A atividade do complexo II-lll foi
determinada de acordo com Fischer e colaboradores ® (1985) e baseada na reducao
do citocromo ¢ acompanhando-se 0 aumento da absorbancia em 550 nm durante 5
minutos a 37 C. A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com Rustin e
colaboradores®® (1994), e calculada pela diminuicdo da absorbancia causada pela
oxidagcdo do citocromo c reduzido, medido em 550 nm. A atividade da creatina
quinase foi determinada de acordo com a metodologia de Hugnes® (1962) e medido

em 550 nm’®.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Apos a coleta dos dados foi realizado o teste de normalidade de shapiro-wilk
para caracterizacdo dos dados. Os dados foram expressos através da média e do
erro da média. Para avaliar a interagdo entre as variaveis estudadas, foi usado o

teste ANOVA de duas vias com post hoc bonferroni. Para avaliar a interagdo entre
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0os grupos foi utilizada ANOVA de uma via com post hoc Tukey. A significancia
estatistica foi considerada para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Para determinar o estresse oxidativo foram analisados a peroxidacéao lipidica
(Figura 3), carbonilacdo de proteinas (Figura 4) e tidis livres (Figura 5) em tecido
encefalico e musculo gastrocnémio.

A Figura 3 expde os resultados da peroxidagéo lipidica obtido em cortex pré-

frontal (3A), cerebelo (3B), hipocampo (3C), estriado (3D), cértex (3E) e
gastrocnémio (3F).
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Figura 3- Peroxidacéo lipidica. Dados expressos em média e erro da média. *p<0.05
vs wt ndo exercitado. **p<0.05 vs mdx n&ao exercitado.
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Houve uma interagdo significativa entre a condigcdo experimental e a
intervencdo (p<0,05) nas andlises em estriado e gastrocnémio (p<0.05). Pode-se
observar que nao houve alteracdo entre 0s grupos experimentais quanto a
peroxidacao lipidica em cortex pré-frontal (3A), cerebelo (3A) e cortex (3E) (p>0.05).
Em hipocampo, houve um aumento da peroxidacao lipidica nos animais mdx nao
exercitados quando comparados aos animais selvagens (wt) n&do treinados (p<0.05).
Entretanto, ndo houve diminuicdo da peroxidacéo lipidica nos animais mdx treinados
guando comparados aos animais mdx nédo treinados (p>0.05), evidenciando que o
protocolo utilizado n&o foi capaz de interferir neste parametro analisado. Em estriado
(3D) e gastrocnémio (3F) houve um aumento da peroxidacdo lipidica nos animais
mdx nao treinados quando comparados aos animais selvagens nao treinados
(p>0,05). Os animais mdx submetidos ao protocolo de exercicio fisico apresentaram
uma diminuigdo significativa quando comparados aos animais mdx nao treinados
(p<0.05), ou seja, o exercicio fisico teve um efeito benéfico nestas estruturas

analisadas.

A Figura 4, demonstra os resultados do dano a proteina identificado em cortex
pré-frontal (4A), cerebelo (4B), hipocampo (4C), estriado (4D), cortex (4E) e

gastrocnémio (4F)
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Figura 4- Carbonilacdo de Proteinas. Dados expressos em média e erro da média.
*p<0.05 vs wt ndo exercitado. **p<0.05 vs mdx ndo exercitado.

Na analise da carbonilacdo de proteinas observou-se interacdo significativa
entre a condicdo experimental e a intervencdo nas analises em cOrtex pré frontal,
cerebelo, e gastrocnémio (p<0.05). Por outro lado, ndo houve alteracdo entre os
grupos experimentais em hipocampo (4C) e cortex (4E) (p>0.05). Em estriado (4D),
houve um aumento da carbonilacdo de proteinas nos animais mdx ndo exercitados
guando comparados aos animais selvagens (wt) ndo treinados (p<0.05). Entretanto,
nessa estrutura nédo houve diminuicdo nos animais mdx treinados quando
comparados aos animais mdx nao treinados (p>0.05), evidenciando que o protocolo
utilizado néo foi capaz de interferir neste parametro analisado. Em cértex pré frontal
(4A), cerebelo (4B) e gastrocnémio (4F) houve um aumento da peroxidacao lipidica
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nos animais mdx nao treinados quando comparados aos animais selvagens nao
treinados (p>0,05). Os animais mdx que realizaram o protocolo de exercicio fisico,
apresentaram uma diminuicdo significativa quando comparados aos animais mdx
nao treinados (p<0.05), ou seja, 0 exercicio fisico teve um efeito benéfico nestas

estruturas analisadas.

Sabe-se que processo fisiopatolégico da DMD ocorre o desequilibrio entre a
formacdo de agentes oxidantes e a atividade antioxidante, aumentando o dano e
degeneracgdo da fibra muscular e tecido neuronal. Para isso, foi realizada também a

avaliacdo da atividade de agentes antioxidantes, como Tidis livres (Figura 5).
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A atividade antioxidante demonstrou interacao significativa entre a condicao
experimental e a intervencdo nas anélises em todas as estruturas analisadas (cortex
pré frontal, cerebelo, hipocampo, estriado, cOrtex e gastrocnémio (p<0.05). Os
animais mdx que realizaram o protocolo de exercicio fisico, apresentaram aumento
significativo da atividade antioxidante quando comparados aos animais mdx nao
treinados (p<0.05), ou seja, o exercicio fisico teve um efeito positivo nestas

estruturas analisadas.

4.2 METABOLISMO ENERGETICO

Com o objetivo de verificar a influéncia do protocolo de exercicio fisico da
DMD, foi analisada a atividade dos complexos respiratérios | (Figura 6), Il (Figura 7),
lI-1ll (Figura 8) e IV (Figura 9), além da creatina quinase (figura 10), em tecido
encefalico e musculo gastrocnémio.

A Figura 4 expbe os resultados da atividade do complexo | da cadeia
respiratoria, em cortex pré-frontal (6A), cerebelo (6B), hipocampo (6C), estriado (6D),

cortex (6E) e gastrocnémio (6F).
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Houve uma interagdo significativa entre a condigcdo experimental e a
intervencado (p<0,05) somente na analise de cortex pré frontal (p<0.05). Ndo houve
alteracdo entre o0s grupos experimentais quanto a atividade do complexo | em
cerebelo (6B) ) (p<0.05). Em estriado (6D), houve um aumento da atividade deste
complexo nos animais mdx ndo exercitados quando comparados aos animais
selvagens (wt) ndo treinados (p<0.05). Entretanto, ndo houve diminui¢do alteragéo
na atividade enzimatica nos animais mdx treinados quando comparados aos animais
mdx néo treinados (p>0.05), evidenciando que o protocolo utilizado nao foi capaz de

interferir neste parametro analisado. Em hipocampo (6C), cortex (6E) e gastrocnémio
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(6F), nao observou-se alteracdo nos animais mdx nao treinados, quando
comparados aos wt ndo treinados, mas houve diminuicdo da atividade enzimatica
dos animais mdx treinados, quando comparados as animais wt ndo treinados
(p>0.05). Em pré frontal (6A) houve um aumento da atividade do complexo | nos
animais mdx ndo treinados quando comparados aos animais selvagens nao
treinados (p>0,05), mas ns animais mdx submetidos ao protocolo de exercicio fisico
apresentaram uma diminuicdo significativa quando comparados aos animais mdx
nao treinados (p<0.05), ou seja, 0 exercicio fisico teve um efeito benéfico nestas

estruturas analisadas.

A Figura 7 expde os resultados da atividade do complexo Il da cadeia
respiratéria em cortex pré-frontal (7A), cerebelo (7B), hipocampo (7C), estriado (7D),

cortex (7E) e gastrocnémio (7F).
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A atividade do complexo Il apresentou interacéo significativa entre a condicao
experimental e a intervencdo (p<0,05) nas analises em cortex pré frontal,
hipocampo, estriado, cortex e gastrocnémio (p<0.05). No cerebelo (7B) houve um
aumento da atividade do complexo Il nos animais mdx nao treinados quando
comparados aos animais selvagens (wt) ndo treinados (p<0.05), mas nao houve
alteracdo nos animais mdx treinados quando comparados aos animais mdx nao
treinados (p>0.05), evidenciando que o protocolo utilizado nédo foi capaz de interferir
neste parametro analisado. Em cortex pré frontal (7A), hipocampo (7C), estriado
(7D), cortex (7E) e gastrocnémio (7F) houve um aumento da atividade enzimatica
nos animais mdx nao treinados quando comparados aos animais selvagens nao

treinados (p>0,05). Porém, os animais mdx submetidos ao protocolo de exercicio
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fisico apresentaram uma diminuicdo significativa da atividade deste complexo,
guando comparados aos animais mdx néo treinados (p<0.05), indicando influéncia

benéfica do exercicio fisico nestas estruturas analisadas.

A Figura 8 expde os resultados da atividade do complexo IlI-lll da cadeia
respiratoria em coértex pré-frontal (8A), cerebelo (8B), hipocampo (8C), estriado (8D),

cortex (8E) e gastrocnémio (8F).
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Houve uma interacdo significativa entre a condicdo experimental e a

intervencdo (p<0,05) nas analises em cortex pré frontal, hipocampo, cortex e
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gastrocnémio (p<0.05). Em cerebelo (8B) e estriado (8D), houve um aumento na
atividade deste complexo, nos animais mdx néo exercitados quando comparados
aos animais selvagens (wt) ndo treinados (p<0.05). Entretanto, ndo houve
diminuicdo da atividade enzimatica nos animais mdx treinados quando comparados
aos animais mdx nao treinados (p>0.05), demonstrando que o protocolo utilizado
ndo foi capaz de interferir neste parametro analisado. Em cortex pré frontal (8A),
hipocampo (8C), cortex (8E) e gastrocnémio (8F) houve um aumento da atividade
do complexo II-lll nos animais mdx néo treinados quando comparados aos animais
selvagens néo treinados (p>0,05). Os animais mdx submetidos ao protocolo de
exercicio fisico apresentaram uma diminuicdo significativa quando comparados aos
animais mdx nao treinados (p<0.05), ou seja, o exercicio fisico teve um efeito

benéfico nestas estruturas analisadas.

A Figura 9 expde os resultados da atividade do complexo IV da cadeia
respiratria em coértex pré-frontal (9A), cerebelo (9B), hipocampo (9C), estriado (9D),

cortex (9E) e gastrocnémio (9F).
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meédia. *p<0.05 vs wt ndo exercitado. **p<0.05 vs mdx ndo exercitado.

Na analise do complexo IV, ocorreu interacdo significativa entre a condicéo
experimental e a intervencdo (p<0,05) nas andlises em cortex pré-frontal, cerebelo,
hipocampo, estriado, cértex e gastrocnémio (p<0.05). Em cértex pré frontal (9A)
ocorreu diminuicdo da atividade enzimatica do complexo IV nos animais mdx nao
treinados quando comparados aos animais wt ndo treinados (p>0,05), mas nos
animais submetidos ao exercicio fisico houve aumento significativo desta atividade
(p>0,05). Em cerebelo (9B), hipocampo (9C), estriado (9D), cortex (9E) e

gastrocnémio (9F) houve um aumento da atividade do complexo IV nos animais mdx
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nao treinados quando comparados aos animais selvagens néo treinados (p>0,05).
Os animais mdx submetidos ao protocolo de exercicio fisico apresentaram uma
diminuicao significativa desta atividade, quando comparados aos animais mdx nao
treinados (p<0.05), ou seja, 0 exercicio fisico teve um efeito benéfico nestas

estruturas analisadas.

A Figura 10 expde os resultados da atividade de creatina quinase em cortex
pré-frontal (10A), cerebelo (10B), hipocampo (10C), estriado (10D), cértex (10E) e
gastrocnémio (10F).
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Observou-se também uma interacdo significativa entre a condicdo
experimental e a intervencdo (p<0,05) na analise em cerebelo (p<0.05). Pode-se
observar que ndo houve alteracdo entre 0s grupos experimentais quanto a atividade
de creatina quinase em hipocampo (10C) (p>0.05). Em coértex pré frontal (10A),
estriado (10D), cortex (10E) e gastrocnémio (10F), houve um aumento da atividade
creatina quinase nos animais mdx nao exercitados quando comparados aos animais
selvagens (wt) ndo treinados (p<0.05). Entretanto, ndo houve diminuicdo desta
atividade nos animais mdx treinados quando comparados aos animais mdx nao
treinados (p>0.05), evidenciando que o protocolo utilizado n&o foi capaz de interferir
neste parametro analisado. Em cerebelo (10B) houve um aumento da atividade de
creatina quinase nos animais mdx nédo treinados quando comparados aos animais
selvagens néo treinados (p>0,05). Os animais mdx submetidos ao protocolo de
exercicio fisico apresentaram uma diminuicao significativa desta atividade, quando
comparados aos animais mdx nao treinados (p<0.05), ou seja, o0 exercicio fisico teve
um efeito benéfico destas estruturas analisadas também na atividade da creatina

quinase.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo verificar os efeitos de um protocolo de
exercicio fisico sobre o estresse oxidativo e alteracbes do metabolismo energético,
em musculo esquelético e tecido encefélico em camundongos mdx. Os resultados
correspondentes ao estresse oxidativo, demonstraram que em animais mdx nao
treinados ocorreu aumento de dano a proteina e lipidio em cerebelo, estriado e
gastrocnémio, concomitante com a diminuicdo da atividade antioxidante destas
mesmas estruturas, evidenciando o estresse oxidativo. Da mesma maneira, nos
animais mdx nao exercitados evidenciou-se alteracdes na atividade em todos os
complexos mitocondriais, com aumento de creatina quinase em todas as estruturas
analisadas. A presente pesquisa optou por avaliar estresse oxidativo e atividade do
metabolismo energético por se tratarem de eventos fisiopatolégicos associados ao
processo de evolugdo da DMD.

A literatura afirma que a DMD é uma doenga neuromuscular caracterizada
pela auséncia da proteina distrofina, tanto em mudsculo esquelético quanto em
SNC*®. Esta proteina esta localizada no interior da membrana nos musculos e nas
células do encéfalo, em associacdo com um complexo de proteinas do citoesqueleto
ligada & membrana conhecida como o proteina associada a distrofina®. A auséncia
de distrofina encefalica afeta o funcionamento do SNC de véarias maneiras, desde o
seu desenvolvimento, por alterar a migracéo e diferenciacdo neuronal; por alterar a
excitabilidade neuronal, pois esta proteida também encontra-se na fenda pos
sinaptica; e a longo prazo, afeta a plasticidade sinaptica®. Além disso, a falta da a
distrofina encefélica leva a diminuicdo de BDNF, um regulador de sobrevivéncia

neurona®*°

, podendo induzir a morte celular. Essas anormalidades encefélicas
podem explicar o comprometimento cognitivo apresentado em pacientes com DMD.
No entanto, a natureza, magnitude e suporte bioldgico dos déficits cognitivos que
envolvem deficiéncia de distrofina ainda permanecem pouco claros, embora tenham
sido parcialmente abordados por estudos em camundongos mdx por Anderson e

colaboradores™ (2002).

O processo fisiopatologico da DMD causa danos na membrana celular,

atuando em acidos graxos insaturados, modificando a estrutura das proteinas e
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induzindo modificacdes no DNA?®. Estas alteracdes ocorrem tanto em SNC quanto
em tecido muscular, sendo o musculo gastrocnémio primeiramente atingido, pela
sua alta atividade contréatil e consequente alto metabolismo®. Por esta raz&o, este
estudo optou pela utilizacdo do muasculo gastrocnémio como representante do
sistema musculo esquelético, para demonstrar que o protocolo escolhido de
exercicio fisico, pode influenciar os parametros de estresse oxidativo e metabolismo
energético em tecido neuronal sem acelerar o processo degenerativo da

musculatura esquelética.

Sabe-se que os efeitos deletérios a membrana provocados pelo estresse
oxidativo provocam a ruptura no sarcolema, aumento no influxo de calcio, toxicidade
celular e consequente degeneracdo muscular®. Afim de diminuir estes danos, os
tratamentos mais recentes tem estudado mecanismos que diminuam dano celular,
aumente atividade antioxidante e melhore producdo de ATP via mitocéndria®®. Nesse
contexto, a pratica de exercicio fisico na DMD vem sendo estudada como auxiliar no
tratamento da doenca, mas o volume ideal ainda € questionavel. Sabe-se que
exercicios de alta intensidade (acima da MMFEL) sdo claramente prejudiciais e
podem acelerar a evolugcdo da doenca®. Por isso, no intuito de realizar um protocolo
de exercicio fisico que néo acelerasse a evolucdo da doenca, o presente estudo
realizou um protocolo baseado na MFEL, onde a velocidade considerada segura por
ndo promover liberacdo de lactato foi de 6m\m. Segundo Gaesser e Poole” (1996),
os dominios em relacédo a intensidade de esforco sdo moderado, pesado e severo.
Por este motivo, 0 dominio do presente estudo pode ser denominado moderado, por
nao modificar o lactato sanguineo em relagédo aos valores de repouso, isto &, abaixo
de LL. Outros autores também consideram que exercicios sem liberacdo de lactato
podem ser denominados de baixa a moderada intensidade. O protocolo escolhido foi
realizado durante oito semanas, com volume de duas vezes por semana com

duracéo de trinta minutos.

Um estudo que realizou um protocolo de exercicio fisico na esteira durante
oito semanas, com velocidade de 9m\m observou diminuicdo de dano a lipidio e a
proteina em musculo gastrocnémio de animais mdx que realizaram 0 exercicio,
quando comparados com animais mdx ndo exercitados®’. O presente estudo
observou resultados semelhantes em musculo gastrocnémio, demonstrando que o

exercicio fisico de baixa intensidade € capaz de reverter o dano a lipidio e a proteina
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neste musculo, além de aumentar significativamente a atividade antioxidante da
glutationa nos animais mdx exercitados, quando comparados aos animais mdx nao
exercitados. Em estudo prévio, o autor aponta que o musculo gastrocnémio é uma
das estruturas mais atingidas pela DMD, e que exercicios fisicos de baixa
intensidade podem reverter a parametros normais a atividade antioxidante de SOD,
indicando diminuicdo de estresse oxidativo e consequente diminuigdo da progressao
da doenca®. Outro estudo que utilizou um protocolo de natacdo em animais jovens
mdx, durante quatro semanas, quatro dias por semana, com trinta minutos de
exercicio por dia também apontou diminuicdo da carbonilacdo de proteinas no
musculo gastrocnémio, quando comparado ao grupo mdx ndo exercitado®’. Dessa
maneira, os resultados obtidos no presente estudo e os dados ja descritos concluem
gque um protocolo de exercicio fisico controlado pode melhorar parametros
relacionados ao estresse oxidativo.

Além da analise muscular, o presente estudo observou que os animais madx
nao exercitados apresentaram dano a lipidio ou proteina também em estruturas do
SNC, como em cértex pré frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e coOrtex. Estes
resultados reafirmam o estudo realizado por Comim e Colaboradores® (2009), onde
ja havia sido descrito o envolvimento do estresse oxidativo em estruturas encefalicas
de animais mdx, além da diminuicdo da atividade antioxidante de CAT. Porém, o
protocolo de exercicio fisico foi capaz de diminuir o dano a proteina em pré frontal e
cerebelo; e dano a lipidio em estriado. Em contra partida, em hipocampo e coértex, o
exercicio ndo foi capaz de interferir no dano a lipidio e proteina. Sabe-se que o
cortex pré-frontal e hipocampo sdo sensiveis a exercer a respostas troficas que
conduzem ao aumento de volume e aumentos do fluxo sanguineo cerebral®. Por
isso, com base em estudo anterior, onde o tempo do protocolo foi de doze semanas
e houve aumento de concentracdo de utrofina e consequente diminuicdo do estresse
oxidativo®, surge a hipétese de que o tempo do presente estudo pode ter sido
insuficiente para avaliar o total efeito do exercicio fisico no SNC. Esta hipdtese
fundamenta-se no aumento da atividade antioxidante em todos as estruturas
analisadas nos animais mdx que realizaram o protocolo, mas o dano a proteina e
lipidio ndo reverteu na mesma proporcdo. Além disso, as duas estruturas que o
exercicio fisico ndo interferiu, hipocampo e coértex, sdo, entre as estruturas
analisadas, as regides que normalmente possuem maior concentragcéo de distrofina,

sugerindo que estas estruturas apresentem mais dificuldade de recuperac&o®.
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Sabe-se que a atividade antioxidante esta diretamente relacionada com o
nado oxidativo, e por isso um dos principais biomarcadores do estresse oxidativo € a
Glutationa, um importante antioxidante encefalico por se expressar em alta
quantidade no SNC?’. No presente estudo foi observado diminuicéo da atividade do
subproduto da glutationa, Tidis Livres, nos animais mdx ndo exercitados, quando
comparados com animais wt ndo exercitados. Porém, houve um aumento
significativo de Tiois Livres em todas as estruturas analisadas dos animais mdx que
realizaram o protocolo de exercicio, corroborando com outros resultados
apresentados na literatura, onde a pratica de exercicio fisico induziu o aumento da
atividade antioxidante®. Em contra partida, um estudo com animais Wistar adultos,
que aplicou um protocolo de natacdo de 4 semanas, baseado no limiar aerébio,
mostrou-se eficaz no condicionamento aerobico, mas nado alterou atividade
antioxidante de CAT e Glutationa'®. J& no estudo que utilizou a aceleracdo
periddica (pGz), que aumenta a tensdo pulsatil de cisalhamento cardiaco, para
avaliar estresse oxidativo em camundongos mdx observou aumento significativo da
expressdo de antioxidantes endogenos (Glutathioneperoxidase-1 (GPx-1), CAT e
SOD, em musculatura cardiaca'®. Outro estudo evidenciou a recuperacéo
significativa do musculo esquelético danificado de camundongos mdx na sequéncia
de um protocolo de exercicio de baixa intensidade na esteira, onde observaram
diminuicdo da atividade antioxidante SOD em animais mdx nao exercitados, e
restauracdo dos niveis de SOD nos animais mdx exercitados®®.

A literatura aponta que uma das principais fontes de ERO e consequente
surgimento de estresse oxidativo na fisiopatologia da DMD sao alteracdes da cadeia
respiratoria mitocondrial®’. No presente estudo, Verificou-se que, em animais mdx
nao exercitados, houve alteracdes na atividade do complexo | em cortex pré frontal e
estriado; no complexo Il e lI-lll e IV, em todas as estruturas analisadas. A atividade
da creatina quinase apresentou-se aumentada em cortex pré frontal, cerebelo,
estriado, cortex e gastrocnémio. Estes resultados confirmam dados da literatura,
onde afirma-se que alteragbes do metabolismo energético fazem parte do processo
tipico da DMD*4°,

Sob circunstancias normais, aproximadamente 98% de oxigenio mitocondrial
participa ativamente da formacdo de ATP, com formacao normal de ERO no final do
processo. A formacdo de ERO na cadeia respiratéria pode ser parcialmente

explicada pelo desvio de elétrons do complexo | para o complexo Il, através de
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ubiquinona, formando o superoxido. Esta formagcdo de agentes oxidantes é
naturalmente equilibrada pela acdo antioxidantes, como SOD, CAT e Glutationa®%,
Na DMD, a alteracdo no transporte de elétrons entre os complexos, causado pelas
lesbes na membrana mitocondrial, geram aumento na producdo de ERO e
consequente aumento do dano a lipidio e a proteina®.

O complexo |, por ser o primeiro a receber elétrons por meio do NADH, é
geralmente mais sensivel a alteracdes na sua atividade, principalmente em doencas
que envolvam estresse oxidativo, como a DMD*°. No presente estudo observou-se
alteracdo na atividade do complexo | em animais mdx ndo exercitados em cortex pré
frontal e estriado, mas o protocolo de exercicio fisico foi capaz de reverter somente a
atividade do cortex pré frontal. Em hipocampo, cértex e musculo gastrocnémio, néo
houve alteracdo nos animais mdx ndo exercitados, mas o exercicio fisico provocou
efeito deletério na atividade do complexo | nestas estruturas, confirmando sua
sensibilidade as alteracdes metabdlicas. Um estudo recente apontou que ocorrem
alteracdes na atividade das enzimas que participam do ciclo de Krebs em animais
mdx'%?. Além disso, outro estudo com animais mdx isolou a atividade do complexo |
e estimulou a atividade do complexo Il, tendo como resultado a melhora da atividade
mitocondrial. Este estudo concluiu que a deficiencia do complexo | pode estar
diretamente relacionada a producéo deficitaria de NADH vindo do ciclo de Krebs,
mas ndo esclareceu completamente o mecanismo de ac&o?®. Desta maneira, supde-
se que o protocolo utilizado neste estudo pode néo ter interferido no funcionamento
do ciclo de Krebs e talvez por esta razdo ndo houve mehora da atividade do

complexo |I.

Por outro lado, as alteracbes encontradas nos animais mdx nao exercitados,
na atividade dos complexos I, ll-lll e IV, foram claramente revertidas apos a
realizagdo do exercicio fisico, em cortex pré frontal, hipocampo, cortex e
gastrocnémio, demonstrando que o protocolo conseguiu melhorar a atividade dos
demais complexos da cadeia respiratdéria mitocondrial. Em estudo prévio com
animais saudaveis, com protocolo de quatro semanas e intensidade baixa, também
baseada na MFEL observou aumento significativo na atividade de NADH e
Ubiguinona e concluiu que este tipo de exercicio pode induzir uma adaptacao
benéfica na mitocondria'®. Ja no estudo realizado com animais mdx demonstrou

que exercicios de baixa intensidade podem melhorar a produgdo de ATP



52

mitocondrial, possivelmente por aumentar a expressdo de isoformas rapidas de
troponina T, da proteina C de ligacdo da miosina, e glicogénio fosforilase, proteinas
envolvidas no funcionamento da ATP sintase®’. Portanto, com base nos resultados
do presente estudo e nos dados da literatura, sugere-se que este protocolo pode ter
interferido também de maneira molecular, mas com mais eficacia nos complexos I,
[I-111 e IV. Além disso, sugere-se que as alteracdes encontradas na atividade dos
complexos podem estar relacionadas também com outras fontes de ERO, onde o

exercicio fisico pode néo ter interferido.

Para que ocorra continuidade na funcao celular, contratil ou impulso elétrico
do SNC, apesar da producdo ineficiente de ATP mitocondrial na DMD®, ocorrem
reacfes entre um grupo de fosfato a creatina (Cr), tornando-a uma molécula de
fosfocreatina (PCr). A fosfocreatina entdo é utilizada pelo organismo para fornecer
energia em forma de ATP para as células, atraves da creatina quinase. Durante o
processo de degeneracdo muscular, a atividade de creatina quinase encontra-se
aumentada, além de ocorrer liberagdo desta para corrente sanguinea, quando
ocorre morte celular*®. No presente estudo, houve aumento da atividade da creatina
guinase nos animais mdx ndo exercitados em cortex pré frontal, cerebelo, estriado,
cortex e gastrocnémio, indicando a existencia do processo de degeneracao celular.
Porém, o protocolo de exercicio fisico foi capaz de reverter a parametros normais,
guando comparados animais mdx treinados com wt treinados, somente em cerebelo.
Resultados diferentes foram encontrados em um estudo que avaliou os efeitos de
um protocolo de quatro semanas de exercicio de natacdo em animais wt e mdx,
onde observaram aumento de atividade de creatina quinase nos animais nao
exercitados e retorno aos niveis normais de creatina quinase em gastrocnémio nos
animais mdx submetidos a natacdo'®*. Em contra partida, protocolos de exercicio
fisico de alta intensidade, determinado por meio do VO,max, em pacientes com
distrofias musculares diversas, tem demonstrado aumento de nivel de creatina
quinase, indicando que este tipo de exercicio pode induzir danos celulares®. Desta
maneira, surge o questionamento se a construcdo de um protocolo de exercicio
fisico baseado somente na MFEL seria suficiente, ja que niveis de creatina quinase
sdo considerados biomarcadores fundamentais para avaliacdo de degeneracéo

celular na DMD.
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Apesar disso, os resultados deste estudo indicam que um protocolo de
exercicio fisico de baixa intensidade aplicado em animais mdx pode ser considerado
seguro no processo de degeneracdo muscular, pois a analise do gastrocnémio
apontou melhora em todos os parametros de estresse oxidativo e de trés, dos quatro
complexos da cadeia respiratdria mitocondrial. Sobre o SNC, conclui-se que o
protocolo de exercicio fisico moderado ndo aumentou o processo de estresse
oxidativo, e modificou positivamente a maioria das estruturas analisadas. Além
disso, pode-se sugerir que este protocolo de exercicio foi capaz de elevar
significativamente os parametros da atividade antioxidante pela Glutationa ao ponto
de chegar a niveis considerados normais. Porém, sobre a atividade da cadeia
respiratoria, o protocolo ndo foi capaz de melhorar a atividade do complexo I, mas
reverteu ao funcionamento ideal a grande maioria das estruturas dos complexos I,
[I-1ll e 1V, indicando melhora da producdo de ATP e diminuicdo da producéo de
ERO. A atividade de creatina quinase, importante biomarcador de leséo celular, foi
revertida em cerebelo, sugerindo desaceleracdo do processo fisiopatolégico nesta
estrutura. Porém, apesar do presente estudo ter melhorado varios parametros de
degeneracdo neuromuscular, ele apresentou como limitagbes o possivel tempo,
volume e intensidade insuficiente de intervencao durante o protocolo aplicado e o
guestionamento sobre utilizar somente a MFEL como requisito para a definicdo da
intensidade. Outro fator a ser levado em consideracdo e cautela na interpretacéo
dos resultados, é o fato do uso de modelos animais. O animal mdx possui 0
gendtipo, mas ndo o fendtipo da DMD, o que altera alguns parametros em sua
fisiopatologia. Entretanto este modelo ainda € o mais aceito.



54

6. CONCLUSAO

Um protocolo de exercicio fisico de baixa intensidade aplicado em
camundongos mdx foi capaz de modificar parametros relacionados ao estresse
oxidativo em tecido muscular e na maioria das estruturas analisadas do SNC, com
aumento significativo da atividade antioxidante em todas as estruturas analisadas.
Além disso, o protocolo melhorou a atividade da maioria dos complexos respiratérios
mitocondrias, tanto em tecido muscular quanto em SNC, apesar de ter diminuido a

atividade de creatina quinase somente de cerebelo.

Espera-se que o presente estudo sirva como base para outros estudos que
ajudem a esclarecer melhor a interferéncia do exercicio fisico na atividade do
complexo | e creatina quinase e/ou protocolos que determinem o efeito do exercicio
fisico a longo prazo sobre a degeneracdo celular e como base para futuras

pesquisas clinicas.
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