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RESUMO

Introducdo: A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca genética
associada a uma degeneracgdo progressiva da musculatura esquelética. A auséncia
da distrofina esta relacionada a processos degenerativos tanto musculares como
neuronais, evidenciada, principalmente, por um quadro de estresse oxidativo que
culmina na morte celular. Alterag6es no aprendizado e na memoria também s&o
descritos no processo da doencga. A natagdo é geralmente indicada por evitar impacto
e facilitar a adesao pela melhor adaptagdo ao ambiente com agua aquecida e por ter
efeitos benéficos em pacientes; na cognicdo, por modular os processos de meméria e
aprendizado, e, no estresse oxidativo, por aumentar as defesas antioxidantes. Apesar
dos beneficios conhecidos da natagdo, ainda ha controvérsia sobre seu uso
terapéutico na DMD. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de um
protocolo de natacdo sobre a memdria e o estresse oxidativo em um modelo animal
de distrofia muscular de Duchenne. Métodos: Foram utilizados camundongos machos
mdx e wild-type (selvagens), com 28 dias. Os animais foram submetidos a um
protocolo escalonado de natagdo por quatro semanas consecutivas. Apés vinte e
quatro horas do ultimo dia de exercicio, foram realizados testes de meméria aversiva
e teste de memoria de habituacdo e foram retiradas as estruturas encefélicas do
estriado, cortex pré-frontal, hipocampo e cértex e os musculos gastrocnémio e
diafragma, para avaliacdo da carbonilagdo de proteinas, peroxidacéo lipidica e tidis
livres. Resultados: Verificou-se que a natacéo foi capaz de reduzir significativamente
os niveis de peroxidacao lipidica e de carbonilagédo de proteinas no gastrocnémio e
nas estruturas hipocampo e estriado dos animais exercitados. A natagdo também
preveniu a peroxidacao lipidica em diafragma. Além disso, o protocolo de natagéo foi
capaz de aumentar os tiéis livres em gastrocnémio, diafragma e nas estruturas do
SNC analisadas. Estes resultados mostraram que a natagdo preveniu o
comprometimento da memoria aversiva e de habituagdo nos camundongos mdx.
Conclusdo: Um protocolo de natagdo aplicado em camundongos mdx foi capaz de
prevenir o dano a memdria e o estresse oxidativo em gastrocnémios e na maioria das
estruturas analisadas do SNC, com aumento significativo da atividade antioxidante em
todas as estruturas analisadas.

Descritores: Distrofia Muscular de Duchenne; natagao; estresse oxidativo; memoria.

Comentado [L1]: Precisa reduzir algo para que tudo fique emu
ma folha. Ha um espago entre o resumo e os descritores.




ABSTRACT

Introduction: Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a genetic disease which is
associated to a progressive skeletical muscle degeneration. The lack of dystrophin is
related to degenerative muscular and neuronal processes, evidenced mainly by
oxidative stress that leads to cell death. Changes in learning and memory are also
described in this disease’s process. Swimming is usually indicated for avoiding impact
and facilitating adherence because of a better adaptation to a warm water invironment
and also for its benefits on cognition, and modulating memory and learning processes
and for increasing antioxidant defenses in oxidative stress. Although swimming is
known for its benefits, its therapeutic use in DMD s still controversial. Objective: The
objective of this study was to evaluate the effects of a swimming protocol on memory
and oxidative stress in an animal model of Duchenne muscular dystrophy. Methods:
male mdx and wild type mice within 28 days were used in this study. The animals were
trained in an stepped swimming protocol for four consecutive weeks. Twenty four hours
after the last exercise day, aversive memory and habituation memory tests were
performed and removed the encephalic structures of striatus, pre frontal cortex,
hippocampus, and cortex and gastrocnemius and diafragma muscles to evaluate
protein carbonilation and lipid peroxidation and free thiols. Results: it was verified that
swimming was able to reduce significantly the levels of lipid peroxidation and protein
carbonilation in gastrocnemius and hippocampus and striatus in exercised animals.
Swimming has also prevented lipid peroxidation in diafragma. Besides, this swimming
protocol was able to increase free thiols in gastrocnemius, diafragma and in analysed
SNC structures. These results showed that swimming prevented aversive and
habituation memory in mdx mice. Conclusion: a swimming protocol applied in mdx
mice was able to prevent memory damage and oxidative stress in gastrocnemius and
in most of analysed SNC structures with a significant increase in antioxidant activity in

all analysed structures.

Keywords: Muscular Dystrophy, Duchenne; Swimming; Oxidative stress; Memory.
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1. INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca associada a alteragfes
alélicas, herdadas geneticamente de forma recessiva e ligada ao cromossomo X. E
caracterizada por uma degeneracéo progressiva da musculatura esquelética e sua
incidéncia é de 1 para cada 3500 meninos nascidos vivos!2, O quadro clinico é
composto por fragueza, dano muscular e substituicdo progressiva do musculo
esquelético por tecido ndo contratil, adiposo e fibréticod. E, portanto, uma
distrofinopatia que se caracteriza por debilidade muscular, com inicio na infancia e
gue segue um curso progressivo e estereotipado?. Sem nenhuma intervengéo, os
pacientes perdem a marcha antes da adolescénciaZ.

A proteina distrofina, fundamental para a manutencdo da homeostase da fibra
muscular, estd ausente na DMD2. A distrofina se expressa fundamentalmente no
musculo esquelético e cardiaco, mas existem isoformas que se expressam
seletivamente em outros 6rgdos como o sistema nervoso central (SNC). Esta proteina
estd associada a processos degenerativos tanto musculares como neuronais,
evidenciados, principalmente, por um quadro inflamatério e de estresse oxidativo, que
culminam na morte celular24. Alteragdes no aprendizado e na memoéria também séo
descritas no processo da doencga®. Atualmente ndo existe cura. Entretanto, a terapia
multidisciplinar cardiorrespiratéria e ortopédica tem modificado a histéria natural da
DMDS.

Neste contexto, os exercicios fisicos aerébios tém sido citados na literatura
como fatores importantes no bem-estar’. Em individuos sadios, o exercicio fisico
aerobio pode prevenir e auxiliar no tratamento de doengas metabdlicas e interferir de
maneira positiva na capacidade funcional, através da redugdo da adiposidade
corporal®, queda da pressao arterial, melhora do perfil lipidico, aumento da massa e
forca musculares, da capacidade -cardiorrespiratéria, da flexibilidade e do
equilibrio8. O exercicio fisico também pode tanto prevenir quanto retardar a perda de
volume encefalico e pode ser benéfico para aumentar a conectividade das regides
encefélicas®. Além disso, estudos demonstram que o exercicio fisico aerébio aumenta
a atividade antioxidante em musculo esquelético em pacientes com DMD10. Em outras
patologias, tais como hipercolesterolemiall e doenca de Parkinson, também foram

demonstrados efeitos antioxidantes, antiinflamatérios e melhora da fungdo cognitiva,
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através de protocolos de exercicios fisicos aerdbios, a longo prazo, em modelo
animal!2,

Apesar dos beneficios conhecidos do exercicio fisico, ainda ha controvérsia
sobre seu uso terapéutico na DMD. Barbhin e colaboradores* (2016) demonstraram
gue houve um aumento na fibrose no diafragma de animais mdx, apds serem
submetidos ao exercicio fisico aerébio do tipo natagdo*. Estudos mostram que o
treinamento aerébio de alta intensidade induz o dano muscular em camundongos
mdx, porém o treino de baixa intensidade reduz o fend6tipo e diminui os niveis de
carbonilagdo de proteinas em musculo esqueléticol314,

Ha também uma discusséo sobre a intensidade do exercicio, ja que exercicio
intenso esta relacionado a um aumento de espécies reativas ao oxigénio (ERO)15. O
estresse oxidativo surge no processo fisiopatolégico da DMD como curso normal da
doencgal3l4, Assim, pode-se pensar em usar o exercicio fisico aerébio de baixa
intensidade como meio de tratamento para evitar a progressdo da doenga, ja que sua
pratica para pacientes portadores de DMD tem sido utilizada como forma de retardar
os efeitos da doencal®. Porém ha& uma grande dificuldade em se estabelecer
protocolos, pois o exercicio fisico aerébio em excesso (alta intensidade ou grande
volume) pode trazer prejuizos ao invés de beneficios*. Por outro lado, um estresse
oxidativo leve, como no caso do exercicio fisico de moderada intensidade, pode
aumentar o sistema de defesa antioxidante em pacientes?°.

A natagdo é uma das modalidades de exercicio fisico aerébio que tem se
tornado muito popular. O exercicio fisico aerébio na agua é uma alternativa viavel ao
exercicio em solo, pois a agua, através de suas propriedades fisicas como empuxo,
presséo hidrostética, viscosidade, dentre outros, traz aumento do bem-estar e da
qualidade de vidal’. A natagdo, assim como a caminhada e a corrida, traz beneficios
para a saude gquando comparados com um estilo de vida sedentario!®. A natacédo é
geralmente indicada por evitar impacto e facilitar a adeséo pela melhor adaptacdo ao
ambiente com agua aquecidal®. A natacdo também é descrita na literatura como tendo
efeitos benéficos em pacientes: na cognigcdo, por modular os processos de memaria
e aprendizado; e, no estresse oxidativo, por aumentar as defesas antioxidantes?8.

Entretanto, ndo ha consenso na literatura atual sobre a natacdo como recurso
de tratamento para pacientes com DMD. Em um programa de natagdo de quinze
semanas, camundongos mdx demonstraram aumento de massa muscular e também

maior resisténcia a fadiga, quando comparados com animais selvagens??. Um estudo
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recente, utilizou a natacao de baixa intensidade por quatro semanas em camundongos
mdx e encontrou uma redu¢do de marcadores de dano oxidativo em musculo
esqueléticoll. Ja outros estudos demonstraram um aumento da hipertensdo pulmonar
e aumento da fibrose em diafragma em modelo animal de DMD#1314.18,

ObservagGes clinicas e achados em estudos experimentais, envolvendo
modelos animais, mostram alteragBes cognitivas e estresse oxidativo, tanto em
musculo esquelético como em tecido encefélico, como um dos fatores principais no
processo de fisiopatologia da degeneracéo celular na DMD?35.9:20-22_ Estabelecer se a
natacdo pode diminuir a carbonilagdo de proteinas, peroxidagéo lipidica, e aumentar
as defesas antioxidantes em tecido muscular esquelético e encefalico, e modular a
funcao cognitiva é o propésito deste estudo. O estudo dos efeitos do exercicio fisico
aerobio, do tipo natagdo, sobre a memdria e estresse oxidativo, traz uma nova
perspectiva de tratamento para os pacientes com DMD. Como a hatag&o € um recurso
acessivel, de alta adeséo e prazeroso, podera ser utilizada como recurso terapéutico,
principalmente por ndo empregar impacto e oferecer inUmeros beneficios fisiélogicos,
como o conforto da agua aquecida, seus efeitos na dor, no relaxamento muscular, na
circulacdo sanguinea, dentre outros?324. Sendo assim, espera-se que os resultados
deste estudo possam contribuir para definir um protocolo de natagdo mais seguro e
eficaz, estabelecendo mais um recurso no tratamento da DMD. Estes resultados
também contribuirdo com a literatura cientifica, embasando futuros ensaios pré-

clinicos e clinicos para o tratamento desta doenca.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Distrofia muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga de origem genética,
gue apresenta, como caracteristica principal, a degeneragdo progressiva e fraqueza
muscular devido a auséncia da proteina distrofina, uma proteina que protege a célula
muscular do estresse induzido durante a contragdo muscular?®. Nas distrofinopatias,
ha diversos fenétipos, dentre os quais a DMD tem a progressao mais severa2. A
incidéncia é de 1 para cada 3500 meninos nascidos vivos! e a morte ocorre

geralmente entre a segunda e a terceira décadas de vidal. Ha pouca sobrevivéncia
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na quarta década de vida e as causas mais comuns de morte sdo as complicacdes
cardiorrespiratérias?s.

A DMD é uma das formas mais comuns de distrofinopatias que acomete
criangas?6. Os primeiros sinais evidenciados séo atrasos do desenvolvimento motor,
como demora na aquisicdo do controle de tronco para o sentar e a marcha
independente e conseguinte, distdrbios de deambulacéo. A fraqueza muscular que se
segue por contratura articular origina deformidades compensatérias da coluna
vertebral, como escoliose e hiperlordose lombar?. Tais deformidades agravam a
postura a ponto do individuo ndo conseguir mais deambular, passando a utilizar
auxilios de locomocgao, como a cadeira de rodas, por volta dos treze anos de idade,
devido a progressao rapida da doenga. Os primeiros sinais evidentes ocorrem por
volta dos trés aos cinco anos de vida2é. Além disso, as cardiomiopatias ocorrem por
volta dos dezoito anos.

Entre as deficiéncias mais comuns, estdo a fraqueza muscular e a fadiga, que
formam a base do quadro clinico, e que seguem pela contratura articular, originando
deformidades na coluna vertebral, alteragBes nas funcdes pulmonar e cardiaca,
geralmente associadas a dor2é, Em casos mais severos, estas deficiéncias diminuem
a expectativa de vida?%. H4, ainda, a incapacidade desses individuos demonstrada a
partir da diminuicdo da mobilidade, dificuldades nas atividades da vida diéria, aumento
e rapida fadigabilidade e a dificuldade de ajustamento pscicossocial?’. As alteracGes
geram um impacto na vida social dos pacientes com diagnoéstico de DMD, incluindo a
reducdo da qualidade de vida, das oportunidades educacionais, de emprego e
aumento da dependéncia funcional?6. Em um estudo realizado na Holanda, foram
aplicados questionarios de qualidade de vida em portadores da DMD, comparando-se
os resultados com os da populacdo em geral. Em pacientes com DMD, a pontuacao
foi inferior em todos os dominios, exceto as limitacdes de salude e fungdo mental,
devido a problemas emocionais, bem como no escore de dominio de relagées sociais.
Os principais problemas detectados foram relacionamentos intimos, trabalho, lazer,
transporte e significado da vida. Os homens adultos portadores de DMD acreditam
que suas limitagbes maiores estavam relacionadas as fungBes motoras e nao
mentais?’.

Sobre o diagnéstico, deve-se suspeitar, independente do histérico familiar, se
houver os seguintes achados: fungdo muscular anormal, deteccéo de altos valores de

creatina quinase sérica e aumento dos valores de transaminases?0. Desde a fase de
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deambulagéo, a creatina quinase se mostra aumentada por pelo menos 10 vezes o
valor normal?°. A biépsia muscular segue como um dos testes para se diagnosticar a
DMD, onde se encontram fibras necréticas, infiltragdo de macréfagos e linfécitos e
fibras imaturas??. Além disso, deve-se realizar a deteccdo da distrofina através de
testes de imunofluorescéncia e imunohistoquimica, para verificar a deficiéncia total ou
parcial da proteina. Até agora, foram identificados e registrados mais de 4500
variantes do gene DMD por biépsia muscular. Destes, 72% correspondiam a dele¢des
extensas, 7% a duplicacdes e 20% a pequenas delec¢des, inser¢bes ou mutagdes de
uma Unica base?°.

A auséncia da proteina distrofina é a causa principal da DMD. A distrofina é
uma proteina longa que esta apoiada sobre os filamentos de actina e miosina,
responsaveis pela contragdo muscular. No musculo esquelético, a proteina distrofina
tem funcdo de conectar o citoesqueleto interno da fibra esquelética com as proteinas
de matriz extracelular, promovendo a estabilizacdo do sarcolema e isso reflete na
contragdo muscular®. A auséncia da distrofina compromete o funcionamento do
complexo oligométrico?. Esse complexo é responsavel pela ligacdo entre o
citoesqueleto da actina e a matriz extracelular, pela estabilizagdo do miécito durante
a contracao e relaxamento, e por transmitir a forga gerada nos sarcobmeros musculares
para a matriz extracelular (Figura 1). O rompimento desse complexo leva a alta

suscetibilidade de lesdes por repeticédo, durante as contrages excéntricas?C.

Figura 1
B A proteina distrofina
Sounom eI estabiliza o complexo
gQQQQQQQ%ggg ! ' h@.ﬁ:.;%;:o g%gg%g oligométrico durante a
333333333363 B33333333636360 contragdo muscular

COMPLEXO
OLIGOMETRICO

ACTINA

Figura 1 — Complexo Oligométrico.
Fonte: Adaptada de Blake e colaboradores (2002)25.
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Ha duas teorias sobre o papel da proteina distrofina nos tecidos. A primeira
afirma que, quando a homeostase do calcio € interrompida, h4 um aumento de calcio
intracelular e consequente necrose celular®. A segunda sustenta que a distrofina tem
um papel estrutural importante na manutencdo da integridade da dupla camada
lipidica quando h& estresse mecénico e osmotico. Na falta da proteina distrofina, a
membrana se rompe, aumentando o influxo de ions extracelulares®. Quando ha uma
deficiéncia da proteina distrofina, as células tornam-se susceptiveis ao estresse
mecénico e, finalmente, & infiltragdo anormal de calcio que, somada a interagdo com
outras proteinas, levam a destruigdo da fibra muscular. Em bidpsias de sujeitos com
diagndstico de DMD, é possivel observar conjuntos de fibras musculares necréticas,
infiltracdo de macréfagos e linfocitos e fibras imaturas com nudcleos centrados,
resultantes dos ciclos de degeneragdo / regeneracdo, que dao origem ao fenétipo
DMDS.

Além de estar presente no muasculo esquelético, pode-se encontrar a distrofina
em tecido encefalico®. A distrofina encefalica esta localizada na membrana pés-
sinaptica cortical e nos neurénios do cerebelo. O cerebelo expressa uma isoforma de
distrofina, a P-distrofina, que difere em apenas poucos aminoéacidos e se localiza
préximo as células de Purkinje. A C-distrofina se expressa nas células piramidais do
cortex e no hipocampo, ao longo da membrana do corpo celular e dendritos®. Sendo
assim, a auséncia da distrofina pode estar relacionada a alteragbes da funcdo
neuronal®.

Além disso, a auséncia da distrofia em tecido encefalico de animais mdx é
associada a alteragdes importantes como o estresse oxidativo??, diminuigéo dos niveis
de fator neurotréfico derivado do encéfalo (do inglés, brain-derived neurotrophic fator,
BDNF)21 e da atividade da acetilcolinesterase3®, alteracdo do metabolismo
energéticod! e da atividade das enzimas do ciclo de Krebs32. Estudos mostraram que
a deficiéncia de distrofina em estruturas encefalicas como o hipocampo e neocortex,
esta relacionada a prejuizos na retencdo de memoria e atrasos nas tarefas de
aprendizagem33. A falta de distrofina altera a homeostase do célcio e a fungdo
neuronal do hipocampo, relacionando-se a déficits na memoéria de longa duracéo®°.
Em camundongos mdx, evidencia-se encolhimento neural de até 50% no cortex e
tronco encefalico®. E a bioenergética do SNC mostra aumento do nivel de fosfato

inorganico, indicativo de patologia no encéfalo®>. Em pacientes, ha evidéncias de
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desordem na arquitetura do SNC, anormalidades nos dendritos e perda de neurdnios®.
Além disso, o eletroencefalograma mostra-se alterado devido a auséncia de distrofina
na funcao sinaptica®34.

Neste sentido, estudos tém sugerido que a distrofina possa desempenhar um
papel estabilizador nos neurdnios, semelhante a sua funcdo na célula muscular,
contribuindo, assim, para a integridade das sinapses. A distrofina esta localizada nos
dendritos e tende a se agregar nas densidades pés-sinapticas, sugerindo seu possivel
papel na transmisséo neural e nos processos de aprendizado e memaria®3°. Na DMD,
prejuizos no aprendizado e na memaria vém sendo descritos tanto em estudos preé-

clinicos como clinicos®:29.33.35.36,

1.1.2 Aprendizado e memoria

A memoéria desenvolve-se gragas a intima relacdo entre aspectos biolégicos e
sociais, ocorrendo de forma distributiva, ndo existindo uma localiza¢@o propria. O
hipocampo, giro do cingulo, amigdala, corpo mamilar e talamo anterior tem
participacdes importantes na sua formacédo3?. A memdéria é um processo cognitivo que
envolve Vvarios mecanismos neurais, 0s quais estdo divididos em aquisicao,
armazenamento e evocagdo3’-4°. O momento em que a informacgdo chega até o SNC
€ a aquisicao®®. O processo, em que a informacéo é armazenada e retida por um
periodo de tempo, chama-se consolidacéo e este processo acontece no hipocampo??.
Ja a evocacgdo ocorre no cortex pré-frontal e consiste na recuperagdo da informagao
armazenada?®!.

A memoria pode ser classificada de acordo com o tempo de armazenamento
em memoéria de curto prazo, memoria de trabalho e meméria de longo prazo. A
memoria de curto prazo abriga uma quantidade limitada de dados e pode durar de
segundos a horas, retendo temporariamente as informagées3’.- A memdria de trabalho
é essencial para o processo de aprendizagem e realiza a comparacdo das
informacdes novas com as que estdo armazenadas na memoaria de longo prazo*°. As
informagdes que passam pela memodria de curto prazo ou serdo perdidas ou seréo
armazenadas na memoria de longo prazo®®. A memdria de longo prazo armazena
informacdes por longos periodos, informacgdes estas que sdo reforgadas, ao longo do

tempo, para que permanegam |40,
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O déficit cognitivo na DMD é um aspecto clinico conhecido, inclusive referido
por Duchenne em 1868, na primeira descri¢cdo clinica da doenca. Embora muitos
pesquisadores em décadas passadas tenham refutado a hip6tese do déficit cognitivo
ser uma manifestacdo clinica associada a DMD, existem evidéncias corroborando a
incorporacdo desse achado ao cendrio semiolégico da doenca33.

Neste contexto, sujeitos portadores de DMD apresentam deficiéncias
cognitivas, menor quoeficiente de inteligéncia (Ql) e prejuizo na memdria e no
aprendizado34. Estudos clinicos comportamentais mostraram diminui¢éo de QI (media
85) em portadores de DMD?®. Distlrbios psiquiatricos como autismo, distimia e
depressao sdo comuns em pacientes com DMD. Além do atraso motor, observa-se
também atraso da linguagem. O déficit cognitivo € um aspecto bastante frequente em
pacientes com DMD, afetando cerca de 30% deles. Essa prevaléncia é maior do que
a observada na populagdo geral (1%). A média do QI é de 85, ou seja, abaixo do
considerado normal, que oscila entre 90 e 120. Geralmente, o QI verbal é mais afetado
que o QI executivo. Entretanto, a gravidade do déficit cognitivo ndo parece se
correlacionar com a intensidade da fraqueza muscular33.

Estudos utilizando animais mdx demonstraram prejuizo na memoria aversiva®
e na memoria visuo-espacial®. A auséncia de distrofina no hipocampo e neocortex esta
correlacionado a anormalidades no potencial de longa-duragédo®44. Sendo assim, o
deficit de distrofina nos terminais neuronais pos-sindpticos do cdrtex, hipocampo e
cerebelo, areas intensamente envolvidas com o raciocinio e aprendizado, podem estar
envolvidas das disfuncdes de neurodesenvolvimento e de cognicdo observadas na
DMD33,

Além da auséncia da distrofina, outros fatores estéo relacionados ao prejuizo
de memodria e aprendizado, como o estresse oxidativo®3. H& mecanismos
antioxidantes que séo protetores das estruturas encefélicas*2. Sabe-se que o exercicio
fisico pode aumentar as defesas antioxidantes#3. Porém, até o momento, ndo se
explorou protocolos de exercicio fisico aerébio como natagdo, com intuito de proteger
contra as alterag8es decorrentes do processo da doenga no SNC. Sendo assim, para

se estudar estes mecanismos, ha que se entender primeiramente o estresse oxidativo.
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1.1.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade de defesa antioxidante do
organismo*4. As mais importantes ERO sé&o: o per6xido de hidrogénio (H202), o radical
superoxido (O2’) e o radical hidroxila (OH-). A alta producao de ERO pode modificar
macromoléculas de A&cidos nucléicos, proteinas e lipidios*>. Neste contexto, a
peroxidacéo lipidica é um efeito bem caracterizado das espécies reativas, que resulta
em dano na membrana e organelas celulares. Ja em proteinas, as ERO podem induzir
desnaturacéo, tornando-as disfuncionais6. E a morte celular é regulada por enzimas
gue podem ser ativadas pelo excesso de ERO%.

Além disso, o organismo apresenta defesas antioxidantes que podem ser
enzimaticas ou ndo enzimaticas. As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa-peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR), agem no intuito de
minimizar a agresséo das ERO no meio celular#>. A defesa ndo enzimatica inclui as
vitaminas, betacaroteno, glutationa (GSH), entre outros*>. A GSH é um tripeptideo,
com papel fundamental de antioxidante endégeno, contendo cisteina. Ela é o tiol ndo
proteico mais abundante nas células dos mamiferos*849. Concentrag6es baixas de
GSH tém sido identificadas em doengas que tenham estresse oxidativo relacionado a
sua fisiopatologia®°.

Estudos apontam que, no processo fisiopatolégico da DMD, ocorre um
desequilibrio entre a formagdo de agentes oxidantes e a atividade antioxidante,
causando danos e aumento da degeneracdo celular24250, Em pacientes com DMD,
o nivel de carbonilacédo de proteinas no musculo quadriceps foi aumentado cerca de
211%5152, Em contrapartida, um estudo mostrou que pacientes com diagndstico de
DMD, demonstraram niveis elevados de superéxido dismutase em soro?2. Em tecido
muscular de modelo animal, encontram-se o0 enfraquecimento mecanico do
sarcolema, influxo inapropriado de célcio, e sinalizagdo celular anormal, além de
estresse oxidativo e isquemia muscular recorrente*3. Em camundongos mdx foi
observado um aumento dos produtos da lipoperoxidagdo lipidica em musculo
esquelético®3. Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo leva ao agravavamento
da patologia, seja respiratéria ou da musculatura, em pacientes com DMD20.

Além do estresse oxidativo, o processo inflamatério faz parte da fisiopatologia

desta doencga®*. No musculo distréfico, encontram-se elevados as interleucinas (IL)-
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1B e o fator de necrose tumoral (TNF-a), responsavel pela regulagcdo da expresséo
dos genes envolvidos na resposta inflamatoria®®. Estas citocinas inflamatérias estéo
associadas com o estresse oxidativo e desempenham importantes papéis no processo
degenerativo, em muitas doencas?®. Na DMD, o estresse oxidativo é um fator
patogénico que pode determinar a gravidade da patologia no musculo distréfico34.

Além de estar presente nos musculos esqueléticos, o estresse oxidativo esta
envolvido nas disfun¢des neuronais em animais mdx. Um estudo mostrou evidéncias
de alteracdes nas enzimas antioxidantes no tecido encefalico de camundongos mdx
e demonstrou que o aumento da atividade da enzima SOD pode ter um papel protetor
importante contra os efeitos do estresse oxidativo?l. O estresse oxidativo esta
relacionado, também, a doencas neurodegenerativas associadas a disfuncdes
cognitivas®®. Estruturalmente, os neurdnios contém muitas mitocondrias, o que torna
o cérebro suscetivel as ERO%. Em animais mdx, ja foram demonstradas alteraces
no metabolismo energético em tecido encefalico®!, o que pode contribuir para o
aumento da liberacdo de ERO. Além disso, o cérebro contém muitos Acidos graxos
poli-insaturados, os quais sdo vulneraveis a peroxidagdo lipidica®”. Esses éacidos
graxos encontram-se tanto em substancia cinzenta como em substancia branca e,
também, na mielina®8. Isso torna 0 SNC vulneravel ao estresse oxidativo>°.

Neste sentido, muito tem sido estudado sobre os tratamentos possiveis e
eficazes para o paciente com DMD, seja nos efeitos no SNC como nos efeitos
musculares deletérios da doengca. Um estudo, feito, em 2008, por Whitehead,
demonstrou que seis semanas de tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina
apresentou protecdo contra o dano oxidativo e fraqueza muscular em camundongos
mdx com oito semanas de idade. H& diversos métodos para aumentar as defesas
antioxidantes, e, assim, evitar o desequilibrio entre agentes oxidantes e essas

defesas. Um destes métodos é o exercicio fisico.

1.1.4 Exercicio fisico aerébio e natagdo

O exercicio fisico é uma vertente da atividade fisica, que tem como
caracteristica ser planejada, estruturada e repetitiva, afim de melhorar ou manter uma
boa forma ou bem-estar’. O exercicio pode ser de diversos tipos. Exercicios aerébios
e anaerébios sdo dois tipos de exercicio que diferem com base na intensidade,

intervalo e tipos de fibras musculares incorporadas. O American College of Sports
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Medicine (ACSM) define o exercicio aerébio como qualquer atividade que usa grandes
grupos musculares, podendo ser mantido continuamente e tem natureza ritmica.
Como o nome indica, 0os grupos musculares, ativados por este tipo de exercicio,
dependem do metabolismo aerébio para extrair energia na forma de trifosfato de
adenosina (ATP, do inglés adenosine triphosphate, ou trifosfato de adenosina), a partir
de aminoacidos, carboidratos e &cidos graxos. Exemplos de exercicios aerébios
incluem ciclismo, danga, caminhadas, corridas e natagdo®°. Quando controlado, o
exercicio de intensidade alta/vigorosa (64-90% VO:2 max; 77-95% freqliiéncia
cardiaca (FC) méxima) é superior ao exercicio de intensidade leve a moderada (46—
63% VO2 max; 64—76% FC max) para melhorar a capacidade aerébia®l. A pratica
regular de exercicio fisico estimula o fortalecimento muscular, a manutengdo do peso
corporal, o condicionamento cardiovascular, a manutengdo do sistema imune e
também ajuda a prevenir doengas cronicas’8.

A natagdo é uma modalidade de exercicio aerdbio muito popular e altamente
recomendada para prevencdo e promocio da salde23. E geralmente indicada por
evitar impacto e facilitar a adesdo pela melhor adaptagdo ao ambiente com agua
aquecida. A natacdo é descrita, na literatura, como tendo efeitos no alivio da dor e na
melhora da qualidade de vida de seus praticantes?4, além de efeitos benéficos na
cognigdo e no estresse oxidativo®263, Ha relatos de beneficios da pratica da natagéo
na performance e no envelhecimento cognitivo, além do condicionamento
cardiorrespiratério®. O treino de natagdo aumenta a funcdo pulmonar e o
condicionamento cardiorrespiratério e é bem tolerado até mesmo em criangas e
adolescentes com asma estavels®.

Ainda ndo ha consenso, na literatura, quanto a evidéncias dos efeitos dos
exercicios para tratamento da DMD6. O papel do exercicio no tratamento da DMD
permanece indefinido porque ha poucos dados com estudos controlados em pacientes
e, além disso, porque estudos com o modelo animal também sao poucos e limitados
para descrever parametros de exercicios. Os riscos do exercicio para o musculo
distréfico vém sendo discutidos, na literatura, por muitos anos, ja que muito exercicio
pode causar fraqueza ou lesdo’8. Essa limitagdo pode ser devida a problemas éticos,
pois ao colocar pacientes em grupos controles sem exercicio, pode-se piorar o
processo distréfico®®, visto que quase todas as distrofias musculares progressivas
causam intolerancia ao exercicio em algum grau3%7. Faltam evidéncias para sustentar

a prescricao de exercicio fisico aerobio apropriada na DMD, uma vez que a atividade
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inapropriada pode exacerbar o processo distrdéfico. Uma andlise sistemética da funcdo
muscular deve ser feita para determinar os limites de carga, a fim de evitar dano no
tecido muscular esquelético em animais distréficos e, posteriormente, em humanos.
Exercicios diferentes tém sido utilizados na tentativa de aumentar a performance
muscular, incluindo exercicio de resisténcia, produzindo melhoras significativas na
fungéo muscular, quando iniciados durante os primeiros estagios da doenga®®. Para a
DMD, tem se demonstrado ser necessaria uma intensidade minima de 20% da
contracdo voluntiria méxima, a fim de evitar a hipotrofia muscular por desuso;
enquanto o exercicio de forca e resisténcia deve ser regular e com uma intensidade
progressiva e controlada®.

Neste contexto, programas de exercicios sao propostos para verificar os efeitos
nas fibras musculares. Alguns estudos observaram efeitos benéficos do exercicio
sobre 0 musculo distréfico, sugerindo a melhora da capacidade oxidativa muscular e
a transformacdo em fibras menos fadigaveis, o que prové uma maior resisténcia
muscular como um mecanismo de adaptacéo*3. H4 muitos fatores que podem interferir
nos efeitos do exercicio na terapéutica da DMD, tais como: o grau de severidade da
doenca, localizacdo e progressédo da fraqueza, e, ainda qual o tipo, a intensidade e a
duracgdo de exercicio sdo prescritos*3. O estilo de vida sedentério leva a reducdo da
qualidade de vida e da capacidade funcional, além de efeitos secundérios da doenca,
como: hipotrofia, fraqueza, fadiga, dificuldade de locomogé&o, dor, excesso de peso
corporal e dificuldade de se exercitar43.

Um estudo comparou os efeitos de dois tipos de exercicio fisico em pacientes
com DMD nos estéagios iniciais e concluiu que o treino de membros superiores e com
um cicloergdbmetro (exercicio aerdbio) foi mais efetivo em preservar o nivel funcional
no inicio da doenga, comparando-se com exercicios de forca e de amplitude de
movimento. Houve melhoras na deambulacdo, resisténcia, funcdo de membros
superiores e forca muscular proximal no grupo estudado®®. Outro estudo aponta que
0 exercicio fisico aer6bio foi benéfico aos camundongos mdx, reforcando a
regeneragdo de fungdo muscular por aumentar a proporcdo de fibras oxidativas e
reduzir a fatigabilidade muscular®. Em um programa de natagéo, de quinze semanas,
foram comparados camundongos mdx com camundongos normais, demonstrando
aumento de massa muscular nos camundongos distroficos treinados quando
comparados com controles. Os controles ndo mostraram mudanca em sua funcao

nem na morfofisiologia do musculo. Os treinados tiveram alta tensdo muscular apés o
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exercicio e tempo maior de relaxamento muscular apés o exercicio!®. Além disso, um
outro estudo, ainda com modelo animal mdx, mostrou beneficios da natacéo aliada &
suplementacédo dietética em testes de memdria e reconhecimento de objetos,
demonstrando melhora na memoaria curta, memoria de longo prazo e aprendizagem
espacial. O grupo que praticou a natagdo apresentou melhor resultado em testes de
memodria a curto e a longo prazo’®.

Tem sido mostrado, em animais saudaveis, que o treinamento aerébio com
natacao diminuiu os marcadores de estresse oxidativo e também aumentou o estoque
de glicogénio no séleo e no figado®. Outro estudo demonstrou que os beneficios de
um protocolo de natac&o de baixa intensidade estdo associados com a diminuigdo do
dano oxidativo, verificado na reducéo da karbonilagio de proteinas envolvidas no
metabolismo energético e na contragdo muscularis,

Como descrito acima, o exercicio aerébio, de baixa a moderada intensidade,
para miopatias, pode causar efeitos benéficos, porém exercicios de alta intensidade
devem ser evitados na DMD®6. Assim, dependendo da intensidade do exercicio fisico,
esse recurso terapéutico pode melhorar ou piorar a fisiopatologia da DMD. Ha estudos
gue demonstraram prejuizos do exercicio em modelo animal, como aumento da
fibrose no diagrama nos camundongos mdx exercitados, aumento da atividade da
MMP-2, (do inglés, matrix metalloproteinase-2, ou metaloproteinase de matriz, que
est4 envolvida na resposta inflamatéria) 45% de fibrose no ventriculo direito e 35% no
ventriculo esquerdo; aumento de 95% densidade cardiomiécitos; aumento da
espessura da parede do ventriculo direito, sugerindo hipertensdo pulmonar. A
degeneracdo do diafragma é o principal contribuinte para patologia distrofica do
ventriculo direito. Este estudo concluiu que a natagdo (sessenta minutos por dia, seis
dias por semana por dois meses) exacerbou a degeneracéo do diafragma e aumentou
o fendtipo distrofico; porém a natacdo € benéfica para o musculo-esquelético (mdx);
além disso a expresséo de isoformas MMP-2 foi maior no diafragma do mdx treinada.
Ou seja, apesar da natacdo aumentar a fungéo cardiaca, outros estudos mostram o
coracgdo afetado negativamente pelo exercicio com aumento da parede VD; aumento
da espessura do tronco pulmonar com diminuicdo do lumen, levando a hipertensdo
pulmonar?.

Sendo assim, ndo ha estudos atuais que relacionem o exercicio fisico aerébio

de baixa intensidade na agua (natacdo) com a modulacdo do estresse oxidativo em
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tecido muscular e nervoso nem com a reversdao do dano a memoaria, encontrado na
DMD.

1.1.5 Modelo animal de Distrofia Muscular de Duchenne

O modelo animal de DMD, o camundongo mdx, € o modelo mais acessivel e
proximo ao ser humano para experimentos pré-clinicos de intervengdo na DMD83. Os
camundongos mdx também apresentam a falta de distrofina gragas a uma mutagao
no gene para distrofina. A patologia muscular é semelhante a que ocorre em meninos
com DMD, mas o curso clinico é menos severo do que em pacientes mais velhos.
Estudos com modelo animal mdx ja reproduziram os mecanismos complexos de
degeneracdo muscular, progressédo de fraqueza muscular e apresentacao clinica da
doencga*. Camundongos mdx apresentam dano muscular como nos pacientes, porém
sofrem uma regeneracdo quase completa que lhes permite viver ativos durante toda
sua vida. Entretanto a degeneragéo, a inflamagéo e a regeneragdo séo vistas até 30
semanas de vida nos camundongos mdx, sugerindo que a miopatia persiste até a
idade na qual a fungcdo muscular é restaurada. Além disso, a massa muscular é
mantida, fazendo com que os camundongos mdx sejam um bom modelo para utilizar
em estudos sobre DMD, pois asseguram os efeitos do exercicio de resisténcia de
longa duracgéo nas propriedades do musculo distréfico®8.

O camundongo mdx apresenta uma mutagdo no gene da distrofina, como nos
humanos. Estes animais também apresentam infiltrado inflamatério nas areas de
mionecrose, mas ndo apresentam intensa fibrose nem depdsito de tecido adiposo no
musculo, diferente dos humanos. Outras semelhancas sdo: a degeneracéo e fibrose
do diafragma, o processo de envelhecimento e sobrevida diminuida. O
comprometimento celular, causado pelo estresse oxidativo, ocorre tanto em meninos
guanto em camundongos mdx, que sdo o modelo animal mais largamente utilizado
por ser aceito como um modelo genético e bioquimico da DMD, o qual tem sido
estudado desde 198043#1‘.

Sabendo-se que a auséncia da distrofina e o estresse oxidativo em musculo
esquelético e no SNC sao encontrados tanto em pacientes como no modelo animal,
considera-se o camundongo mdx um bom modelo para se estudar os efeitos do

exercicio sobre estes processos. Assim, 0 modelo animal mais aceito para estudos de

Comentado [L6]: Verificar aqui! Estava 71-43.
Ou seja, da referencia 43 até a 71 mesmo??
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doencas, que tém como principal causa a deficiéncia da distrofina, € o camundongo
mdx. Esses animais permitem que se desenvolvam diversos estudos, para que se
entenda melhor o mecanismo da DMD e seja possivel pensar em novas intervencdes

para modificar o curso desta doenga’2.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da natacdo sobre a memoria e o estresse oxidativo em um

modelo animal de distrofia muscular de Duchenne.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a intensidade do protocolo de natagéo utilizado;

- Avaliar os efeitos da natagdo sobre a memoaria aversiva e de habituagdo em
um modelo animal de distrofia muscular de Duchenne;

- Verificar os efeitos da natag&o sobre a peroxidacgéo lipidica e carbonilagao de
proteinas em tecido encefélico e esquelético em um modelo animal de distrofia
muscular de Duchenne;

- Analisar os efeitos da natagdo sobre os grupamentos tidis em tecido

encefalico e esquelético em um modelo animal de distrofia muscular de Duchenne.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo é do tipo experimental com o uso de um modelo animal.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os animais foram cuidados, utilizando-se caixas-moradia de polipropileno,
frascos de agua, maravalha (Biotécnicas, Brasil) e racdo (Nuvilab Quimtia, Brasil).
Para a natacgéo, foi utilizado um recipiente (recipiente plastico adaptado para este fim
(170 x 100mm), com 35 litros de agua de 28 a 30°C, dividido em 8 poc¢os), um
termdmetro (Kuka, Brasil) e shampoo de bebé (Johnson, Brasil).

Para a realizagcdo dos testes de comportamento, foram utilizados o teste de
esquiva inibitéria (Insight, Brasil) e o teste de habituacdo em campo aberto (campo
aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de
madeira e uma de vidro transparente). O piso do campo aberto foi dividido em 16
guadrados iguais marcados por linhas pretas. O material foi construido por marceneiro
local.

Para a bioquimica, foi utilizado um kit para dosagem de proteinas pelo método
BCA (Thermo Scientific, EUA) e, também, os seguintes reagentes: tampédo PBS pé
pH 7,2 +/-0,1 (Laborclin, Brasil), 1,1,3,3-Tetramethoxypropane 99% (Aldrich
Chemistry, EUA), TBA (&cido tiobarbitirico, EMD Milipore Corporation, EUA), BHT
(hidroxitolueno butilado (2,6-Di-ter-butil-4-metilfenol) 299.0%, (Aldrich Chemistry,
EUA), NaOH (Hidroxido de Sdédio) (Tedia, EUA), DNTP (2,4-Dinitrofenilhidrazina)
PM:198,14 (Dinamica, Brasil), Carbonato de Sédio (Spectrum, Canada), Acido acético
P.A Glacial (Vetec Quimica Fina, Brasil), Acetato de etila, 3, PG Il (Tedia, EUA) e
também placas para tecidos, com 96 pogos (TPP, Suica). Além destes, utilizou-se
material de laboratério (vidraria, estantes, instrumentos cigurgicos). Para a anestesia
dos animais, foi utilizado tiopental sddico 1g po estéril (Thiopentax, Cristalia, Brasil).
Para o preparo das amostras, foi utilizada a centrifuga refrigerada SL-701 (Solab
Cientifica, Brasil). E para a verificagdo dos resultados, o leitor de microplacas DNM-

9602 Microplate Reader (Perlong Medical, China). Para a determinacéo dos niveis de
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lactato sanguineo, foi utilizado um lactimentro portatil (Accutrend® Roche, Basel,
Suica). Todos estes materiais foram utilizados no Laboratério de neurociéncias
experimental (LANEX) e Laboratério de bioquimica e biologia molecular (UNISUL,

campus Pedra Branca, bloco ).

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos mdx e wild-type da linhagem C57BL/6
com 28 dias de vida, pesando entre 18-23g, procedentes (doac¢do) da USP — Sao
Paulo. Os animais foram mantidos no Biotério do LANEX e acondicionados 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 22 + 2° C. O estudo foi realizado no
LANEX e no Laboratério de bioquimica e biologia molecular, durante os anos de 2016
e 2017.

3.3.1 Célculo amostral

Para o célculo do numero de animais necessarios para cada grupo
experimental, temos que: n= [(za/2 + zB)2 . s2] / ( X — p)2. Onde:

za/2 = valor de z na curva normal segundo o valor q;

zB = erro beta;

S2 = variancia,;

(X — w)2= diferenga méxima estimada entre a média amostral (X) e a verdadeira
média populacional (u). E a margem de erro ou erro maximo de estimativa.

Assim, atribuiram-se os seguintes valores para o célculo do nimero de animais:
1. O valor de alfa sera fixado em 0,05. Assim, o valor de za/2, baseado na tabela de
valores de z para distribuicdo bi-caudal, é 1,96.
2. O valor de beta sera fixado em 0,20. Assim, o valor de zbeta, baseado na tabela de
valores de z (distribuicao unicaudal), é 0,84.
3. O valor do desvio padrdo (s) como sendo em média 30% do valor das médias
(baseado em dados experimentais do nosso laboratério).
4. O valor da diferenca entre as médias dos grupos como sendo pelo menos 40%

(baseado em dados experimentais do nosso laboratério). Experimentos biolégicos tém
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embutido um erro da ordem de 10-15% (resultantes de variag8es individuais, erro no
procedimento cirdrgico, erros de dosagem etc).

Aplicando os valores a formula acima, temos:

n=[(1,96 + 0,84)2 . 302]/ (0,4 — 0,1)2 = 7,84 animais

Entende-se, portanto, que o nimero de pelo menos 8 animais deve ser utilizado
em cada grupo experimental para garantir que as conclusdes dos experimentos sejam
vdlidas, dentro de um risco aceitavel de ndo estar observando diferencas onde elas
existam, nem tdo pouco estar observando diferengas onde elas ndo existam. Para
seguranca e confiabilidade dos dados, 10 animais por grupo foram utilizados neste

estudo.
3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Como ilustrado na F[igura ]2, ao completarem 28 dias de vida, os animais foram
separados em quatro grupos: (1) wild-type ndo exercitado; (2) wild-type exercitado; (3)
mdx ndo exercitado e (4) mdx exercitado. Os grupos 2 e 4 foram submetidos ao
protocolo de exercicio fisico aer6bio do tipo natacdo durante quatro semanas,
conforme protocolo descrito abaixo. Vinte quatro horas apés o Ultimo dia de
treinamento, os testes de memaria aversiva e de habituagéo foram realizados. Apés,
os animais foram sedados e submetidos ao procedimento de morte indolor assistida
e foram retiradas as estruturas: gastrocnémio, quadriceps, diafragma, coértex pré-
frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e cortex encefalico para determinacdo da

peroxidacgéo lipidica, carbonilagcdo de proteinas e grupamentos tiois.

28 60 1 A o 65
4 Semanas G T & 0 "“'ﬂ
6 \hrk S g‘f‘(
1 1 1 : ] oias
 j— | —
G1. Wid-type (N-E) Protocolo de Testes de MIA Enssios
G2. Wild-type (E) Exercicio Fisico Memoris Bioquimicos
G3. MDX {N-E}
G4. MDX (E) Dystrophio mafs mice

“

Figura 2 — Linha do tempo — delineamento do estudo.

‘ Comentado [DFM7]: N3o havia citacao da figura 2 no texto
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Os grupos de animais exercitados foram submetidos a um protocolo de
exercicio fisico aerébio de natacdo em um recipiente plastico adaptado para este fim
(170 x 100mm), com 35 litros de dgua de 28 a 30°C, dividido em 8 raias. Foram quatro
semanas consecutivas de exercicios, quatro vezes por semana, com sessodes diarias
de 15 min na primeira semana, 20 min na segunda, 30 min na terceira e quarta semana
(adaptado de Hyzewicz e colaboradores, 2015)13. Foi utilizado 1ml de shampoo de
bebé em todo o recipiente para diminuir a tensédo superficial da dgua (adaptado de
Mazzardo-Martins e colaboradores, 2010)73. Apés o protocolo, os animais foram
gentilmente secados. Os grupos de animais ndo exercitados ndo realizaram nenhum
tipo de exercicio fisico, permanecendo em suas caixas-moradia durante todo o
periodo de estudo.

A determinacéo da intensidade do exercicio foi realizada na quarta semana de
protocolo nos animais wt e mdx. Amostras de sangue foram coletadas antes do teste,
no 10° e no 30° minuto de exercicio para a subsequente andlise da concentragdo de
lactato. O critério para considerar a intensidade foi 0 aumento da concentragéo de ndo
mais que 1 mmol/L entre o0 10° e o 30° minuto de exercicio fisico. A higienizagdo do
local a ser coletado o sangue foi realizada com alcool (70%). Apés este procedimento,
a por¢do distal da cauda do animal foi ligeiramente seccionada com uma tesoura
cirdrgica e 25 yl e uma gota de sangue foi inserida na fita de coleta do lactato, e por
meio de um lactimentro portatil, foi realizada a mensurac¢édo do nivel sanguineo de
lactato. Antes de cada teste 0 equipamento foi calibrado de acordo com instrucdes do

fabricante’.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Teste de meméria aversiva

Este teste consiste em uma caixa de acrilico, na qual o piso é formado por
barras paralelas de metal. Uma plataforma com 7cm de largura e 2,5 cm de
comprimento € colocada junto a parede esquerda do aparelho. Na sesséo de treino,
0s animais sao colocados sobre a plataforma e mede-se o tempo, em segundos, que
0 animal leva para descer com as quatro patas da plataforma. Esse tempo é

denominado laténcia. Imediatamente apés descer da plataforma, o animal recebe um
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choque de 0,2 mA durante 2 segundos. Na sessédo de teste, o animal € novamente
colocado na plataforma e medido o tempo que ele leva para descer (laténcia), porém
ndo é administrado choque. O teste também é finalizado se o animal ndo descer até

0 tempo maximo de 3 minutos?.

3.5.2 Teste de memoéria de habituagao

Este teste foi realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm, delimitado por 4
paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro transparente. O
piso do campo aberto é dividido em 16 quadrados iguais, marcados por linhas pretas.
Na sessao de treino, os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do
canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual exploraram livremente o
ambiente por 5 minutos. Imediatamente apds, os animais voltaram para a caixa-
moradia. A sesséo de teste foi realizada 24 horas ap6s o treino, na qual se repete o
procedimento do treino. Os ndimeros de cruzamentos com as 4 patas (crossings:
atividade motora) através das linhas pretas e o nimero de vezes em que 0s animais
se apoiaram sobre as patas traseiras (rearings: atividade exploratéria) foram avaliados

em ambas sessfes’®.

3.5.3 Medidas de estresse oxidativo

3.5.3.1 Medida de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS)

Este método é utlizado para avaliagdo do estado de oxidacdo de
hidroperéxidos em sistemas biol6gicos. O dano em lipidios de membrana é
determinado pela formacdo de subprodutos da lipoperoxidagdo (como MDA ou
malondialdeido), que séo substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbiturico,
formadas durante a peroxidacdo em sistemas de membranas. O MDA reage com o
acido tiobarbitarico (TBA), gerando um produto colorido réseo, lido em leitor de
microplacas a 535nm. A técnica consiste na segunte forma: primeiramente, calculou-
se o valor da diluigdo para que, no tubo de reacédo do TBARS, tenha 100ul de proteina
do tecido em 500l de tampédo BHT. Apds, adicionou-se 500l da solugéo de TBA a
0,67%. Os tubos foram colocados em banho seco a 96°C, durante 30 minutos. Para

[ Formatado: Portugués (Brasil)

[ Formatado: Portugués (Brasil)
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parar a reacao, as amostras foram colocadas em gelo durante 5 minutos. Por fim, 200
pl da reacdo foram colocados em microplacas de 96 pocgos e lidos no leitor de

microplacas a 535nm.

3.5.3.2 Medida do dano oxidativo em proteinas

Este método foi utilizado para dosagem de oxidacéo de proteinas. Baseia-se
no principio de que varios ERO atacam residuos de proteinas como aminoacidos para
produzir produtos com o grupo carbonil, o qual pode ser medido através da reacéo
com 2,4-dinitrofenilhidrazina. O conteddo de carbonil é determinado através de um
leitor de microplacas a 370nm, como descrito por Levine e colaboradores, em 1990.
Primeiramente, o tecido foi homogeinizado em 1 ml de tamp&o BHT. As amostras
foram centrifugadas por 15 minutos a 4°C em 14000 rpm. Separaram-se 200 pl da
amostra para o branco e 200 pl para o teste. Foram colocados 100 pl de acido tricloro
acético (TCA) a 20% em todos os eppendorfs. Foi centrifugado por 5 minutos em
14000 rpm. Descartou-se o sobrenadante. Redissolveu-se o pellet em 100 ul de NaOH
0,2 molar. Foram colocados 100 pl de dinitrofenilhidrazina 2,4 (DNTP) na amostra e
deixou-se descansar por 1 hora. Colocaram-se 100 pl de TCA a 20% em todos os
eppendorfs, que foram centrifugados por 3 minutos. Descartou-se o sobrenadante. O
pellet entdo foi lavado por 3 vezes com 500 pl de etanol e acetato de etila (1:1). Para
cada lavagem, foi centrifugado por 3 minutos a 14000 rpm e descartado o
sobrenadante. Depois de descartar a ultima lavagem, foi colocado 1ml de hidroxido
de sédio (NaOH) 3% em todos os eppendorfs. As amostras foram levadas ao banho-
maria & 60°C por 30 minutos e lidas no leitor de microplacas a 370 nm.

3.5.3.3 Grupamentos tidis

Os radicais sulfidrilas representam todos os grupos de tiéis encontrados em
proteinas como a albumina e compostos de baixo peso molecular, como a glutationa.
Esses grupos podem ser oxidados quando o estesse oxidativo esta elevado. A
determinagdo de grupos sulfidrilas totais, grupos sulfidrilas ligados a proteinas e
grupos sulfidrilas em compostos de baixo peso molecular (sulfidrilas livres) pode ser
realizada pela utilizagcao do reagente de Ellman (acido 2,2-dinitro-5,5-ditiobenzoico -

DTNB). Os grupos ti6is reagem com DTNB, formando um complexo que absorve luz
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a 412 nm. A técnica consiste na adi¢cdo do TCA a 10% ao mesmo volume da amostra

(diluicdo 1:1). Preparou-se branco, contendo 100 pl de TCA adicionado 100 ul de PBS.

Foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm (temperatura 4°C); recolheu-se o

sobrenadante e a 75 pl deste foram adicionados 30 pl de DTNB (1,7mM) e 300 ul de

acido cloridrico (TRIS-HCI); deixou-se reagir por 30 minutos e transferiu-se para a

placa de 96 pogos. As amostras foram lidas em leitor de microplacas a 412 nm.

3.5.3.4 Dosagens de proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método de BCA e a albumina sérica

bovina foi utilizada como padrdo. O método baseia-se na reacdo do cobre com

proteinas em meio béasico. As amostras foram analisadas por um leitor de placas a

562nm.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacdo

Exercicio Independente Qualitativa Sim/ Nao
nominal

DMD Independente Qualitativa Sim/ Né&o
discreta

Teste de memdria Dependente Quantitativa Segundos (s)

Aversiva discreta

Teste de habituagéo Dependente Quantitativa Numero de cruzamentos

em campo aberto discreta

Carbonilagéo de Dependente Quantitativa nmol/mg

proteinas continua

TBARS Dependente Quantitativa nmol/mg
continua

Grupamentos tiéis Dependente Quantitativa nmol/mg
continua

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Apo6s a coleta, os dados foram inseridos em um banco de dados, desenvolvido
em meio eletrbnico, no software IBM SPSS Statistics 24.0 (@copyright IBM

corporations and its licensors 1989, 2016). O teste de normalidade, de Shapiro-Wilk,
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foi aplicado para verificar o comportamento dos dados. Os dados referentes ao teste
de habituacdo ao campo aberto foram expressos em média e desvio padrdo por se
tratarem de dados paramétricos. Para diferenca entre os grupos, foi utilizado teste de
ANOVA de duas vias com post-hoc Bonferroni. Para diferenca entre treino e teste em
um mesmo grupo, foi utilizado teste t de studant para amostras pareadas. Os dados
do teste de esquiva inibitéria foram expressos em mediana e intervalo interquartil por
se tratarem de dados nédo paramétricos. Foi utilizado o teste de Wilcoxon para analise
entre treino e teste em um mesmo grupo. Os dados dos testes bioquimicos foram
expressos em média e desvio padrdo por se tratarem de dados paramétricos. Foi
utilizado o teste de ANOVA, de duas vias, com post-hoc Bonferroni, para analise entre
0s grupos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos 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 recomendag®es para o uso de animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias
e comportamento (SBNeC). Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso
de Animais - CEUA da UNISUL sob o nimero 16.003.4.01.1V.
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4. RESULTADOS

4.1 MEDIDA DO LACTATO

A Figura 3 exp8e os resultados obtidos apds a medida do lactato feita no

sangue retirado dos animais, durante a realizacdo do protocolo de natagéo.
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Figura 3 — Medida de lactato dos animais mdx e wt submetidos ao protocolo de natagéo.

A Figura 3 mostra que tanto em animais mdx quanto em animais wt submetidos
ao protocolo de natacdo, ndo houve modificagdo do lactato sangiiineo acima de 1
mmol/L entre 0 10° e o 30° minuto de exercicio fisico em relacdo aos valores de
repouso, (sendo os valores médios de lactato de 2,31nmol/l para os animais wt e 2,21
para os animais mdx) isto €, mantiveram-se abaixo do limiar de lactato. Sendo assim,
pode-se considerar o protocolo de natagéo utilizado neste estudo como de intensidade
moderada.

4.1 AVALIAGAO DO APRENDIZADO E DA MEMORIA

A Figura 4 expde os resultados obtidos ap6s a aplicagdo de um protocolo de
natac&o sobre a memoaria aversiva (Figura 4A) e de habituag&o (Figura 4B).
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Figura 4 — Efeito de um protocolo de natacdo sobre a meméria aversiva e de habituagdo de
camundongos.



40

Na Figura 4A, observam-se os resultados da avaliagdo da memoria de
habituacdo, através do teste de campo aberto. Pode-se observar que ndo houve
diferenca no nimero de crossings e rearings (p>0,05), entre os grupos, durante a fase
de treino, demonstrando que ndo houve diferenca na atividade locomotora entre os
grupos. Os animais wt (selvagens) ndo exercitados e exercitados demonstraram
alterac@es significativas, entre treino e teste, tanto no nimero de crossings quanto no
ndamero de rearings (p<0,05), ou seja, ndo houve comprometimento da memdria
avaliada. Ja o grupo de animais mdx (DMD) ndo exercitados, ndo demonstraram
alteraces significativas entre treino e testes no nimero de crossings e de rearings
(p>0,95), evidenciando um comprometimento da memdria. Em contrapartida, o grupo
de animais mdx que foram submetidos ao protocolo, mostraram uma diminui¢cdo no
namero de crossings e rearings entre treino e teste (p<0,05), sugerindo uma possivel
prevengdo ao comprometimento da memdria aversiva nos camundongos mdx.

Os resultados da avaliagdo da memdria aversiva através do teste de esquiva
inibitéria sdo demonstrados na Figura 4B. No grupo de animais wt ndo exercitados e
exercitados, houve uma diferenca estatisticamente significativa no tempo de laténcia
entre treino e teste, ndo demonstrando comprometimento da memoria aversiva
(p<0,05). No grupo de animais mdx ndo exercitados, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre treino e teste, evidenciando um comprometimento
da memdria aversiva (p>0,05). Ja os animais mdx submetidos ao protocolo
experimental, mostraram uma diferenca estatisticamente significativa entre treino e
teste, ou seja, nao houve comprometimento da memoéria aversiva nestes animais
(p<0,05).

4.2 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO MUSCULO GASTROCNEMIO
A Figura 5 mostra os resultados do uso de um protocolo de natagcdo sobre a

peroxidacdo lipidica (Figura 5A), carbonilacdo de proteinas (Figura 5B), e tidis livres

(Figura 5C) no musculo gastrocnémio.
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A Figura 5A mostra o resultado da avaliagdo da peroxidacao lipidica em
gastrocnémio. Observou-se que os animais mdx nao exercitados apresentaram niveis
significativamente elevados de peroxidacdo lipidica em gastrocnémio, quando
comparado com os animais selvagens nao treinados (p<0,05). Ja os animais mdx que
foram submetidos ao protocolo experimental, apresentaram uma reducao significativa
destes niveis quando comparados aos animais mdx ndo exercitados (p<0,05),
evidenciando que o protocolo experimental utilizado neste estudo protegeu contra o
aumento da peroxidagéo lipidica em gastrocnémio em animais madx.

Pode-se observar que os animais mdx ndo exercitados apresentaram um
aumento significativo na carbonilagdo de proteinas em gastrocnémio quando
comparado ao grupo de animais selvagens nao exercitados (p<0,05). Apos o protocolo
experimental, os animais mdx apresentaram niveis de carbonilagdo de proteinas
significativamente menores quando comparados aos animais mdx ndo exercitados
(p<0,05), demonstrando que o protocolo de natacdo, por quatro semanas, foi capaz
de prevenir o aumento da carbonilagdo de proteinas, observado no mdusculo
gastrocnémio de animais mdx (Figura 5B).

A quantificagdo dos tiois livres em gastrocnémio é mostrada na Figura 5C.
Pode-se observar que houve um aumento significativo na quantidade de tidis livres
em gastrocnémio do grupo de animais selvagens submetidos ao protocolo
experimental, quando comparado aos animais selvagens néo exercitados (p<0,05).
Também houve uma diminuigao significativa nos animais mdx néo exercitados, quanto
comparados aos animais selvagens ndo exercitados (p<0,05). Quando o0s animais
mdx foram submetidos ao protocolo experimental, houve um aumento da quantidade

de ti6is livres, quando comparado aos animais mdx nédo exercitados.
4.3 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO MUSCULO DIAFRAGMA
A Figura 6 mostra os resultados do uso de um protocolo de natagcédo sobre a

peroxidacgéo lipidica (Figura 6A), a carbonilacao de proteinas (Figura 6B), e ti6is livres
(Figura 6C) no musculo diafragma.
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Observa-se que 0s animais mdx, ndo exercitados, apresentaram um aumento
significativo na peroxidagédo lipidica em diafragma, quando comparado ao grupo de
animais selvagens, ndo exercitados (p<0,05). Apés o protocolo experimental, os
animais mdx apresentaram niveis de peroxidacao lipidica significativamente menores
guando comparados aos animais mdx, ndo exercitados (p<0,05), demonstrando que
o protocolo de natagdo, por quatro semanas, foi capaz de prevenir o aumento da
peroxidacéo lipidica observada no musculo diafragma de animais mdx (Figura 6A).

A Figura 6B mostra o resultado da avaliagdo da carbonilagédo de proteinas em
diafragma. Observou-se que os animais mdx, ndo exercitados, apresentaram niveis
significativamente elevados de carbonilacdo de proteinas em diafragma, quando
comparado com 0s animais selvagens nédo exercitados (p<0,05). J& os animais mdx
que foram submetidos ao protocolo experimental, ndo apresentaram uma reducao
significativa destes niveis quando comparados aos animais mdx ndo exercitados,
evidenciando que o protocolo experimental utilizado neste estudo nédo protegeu contra
0 aumento da carbonilagdo de proteinas em diafragma em animais mdx.

A quantificacdo dos ti6is livres em diafragma é mostrada na Figura 6C. Pode-
se observar que houve um aumento significativo na quantidade de ti6is livres em
diafragma do grupo de animais selvagens submetidos ao protocolo experimental,
guando comparado aos animais selvagens ndo exercitados (p<0,05). Também houve
uma diminui¢éo significativa nos animais mdx, ndo exercitados, quando comparados
aos animais selvagens ndo exercitados (p<0,05). Quando os animais mdx foram
submetidos ao protocolo experimental, houve um aumento da quantidade de ti6is
livres, quando comparado aos animais mdx ndo exercitados, demonstrando que a

natacao foi capaz de proteger esta alteracao.

4.4 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM ESTRUTURAS DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

A Figura 7 mostra os resultados do uso de um protocolo de nata¢do sobre a
peroxidacéo lipidica no cortex pré-frontal (Figura 7A), hipocampo (Figura 7B), estriado

(Figura 7C) e cortex (Figura 7D).
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Figura 7 — Efeito de um protocolo de natacé@o sobre a peroxidagao lipidica em estruturas do SNC de
camundongos. (* quando comparado com o grupo wt ndo exercitado; ** quando comparado com o
grupo mdx néo exercitado).

Observa-se que 0s animais mdx, ndo exercitados, apresentaram um aumento
significativo na peroxidacao lipidica em hipocampo e estriado, quando comparado ao
grupo de animais selvagens nao exercitados (p<0,05). Apos o protocolo experimental,
0os animais mdx apresentaram niveis de peroxidacdo lipidica significativamente
menores em hipocampo e estriado, quando comparados aos animais mdx néo
treinados (p<0,05), demonstrando que o protocolo de natagdo, por quatro semanas,
foi capaz de prevenir o aumento da peroxidagdo lipidica observado nas estruturas
hipocampo e estriado de animais mdx (Figura 7B e 7C). As Figuras 7A e 7D mostram
que nas estruturas cortex pré-frontal e cortex ndo houve alterag8es significativas entre
0s grupos analisados.

A Figura 8 mostra os resultados do uso de um protocolo de nata¢do sobre a
carbonilagdo de proteinas no cértex pré-frontal (Figura 8A), hipocampo (Figura 8B),
estriado (Figura 8C) e cértex (Figura 8D).
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Figura 8 — Efeito de um protocolo de natacéo sobre a carbonilagéo de proteinas em estruturas do SNC
de camundongos. (* quando comparado com o grupo wt néo exercitado; ** quando comparado com o
grupo mdx ndo exercitado).

Pode-se observar que os animais mdx, ndo exercitados, apresentaram um
aumento significativo na carbonilagcdo de proteinas em cértex pré-frontal, hipocampo
e estriado, quando comparado ao grupo de animais selvagens ndo exercitados
(p<0,05). Ap6s o protocolo experimental, os animais mdx apresentaram niveis de
carbonilagcdo de proteinas significativamente menores em cortex pré-frontal, quando
comparados aos animais mdx néo treinados (p<0,05), demonstrando que o protocolo
de natacgdo, por quatro semanas, foi capaz de prevenir o aumento da carbonilagdo de
proteinas, observada apenas na estrutura cortex pré-frontal de animais mdx (Figura
8A). As Figuras 8B e 8C mostram que o protocolo de natagdo, por quatro semanas,
ndo foi capaz de prevenir o aumento da carbonilagédo de proteinas em hipocampo e
estriado. A figura 8D mostra que na estrutura cortex ndo houve alteracéo significativa

entre 0s grupos analisados.
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A Figura 9 mostra os resultados do uso de um protocolo de natagdo sobre os
tiéis livres no cortex pré-frontal (Figura 9A), hipocampo (Figura 9B), estriado (Figura
9C) e cortex (Figura 9D).
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Figura 9 — Efeito de um protocolo de natacdo sobre os Tibis livres, em estruturas do SNC de
camundongos. (* quando comparado com o grupo wt ndo exercitado; ** quando comparado com o
grupo mdx néo exercitado).

Pode-se observar que os animais mdx, ndo exercitados, apresentaram uma
diminuicao significativa nos tiois livres em coértex pré-frontal, hipocampo, estriado e
cortex, quando comparado ao grupo de animais selvagens ndo exercitados (p<0,05).
ApGs o protocolo experimental, os animais mdx apresentaram niveis de tidis livres
significativamente maiores em cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e cortex,
quando comparados aos animais mdx néo treinados (p<0,05), demonstrando que o
protocolo de natagdo, por quatro semanas, foi capaz de aumentar as defesas
antioxidantes em todas as estruturas do SNC de animais mdx. (Figuras 9A, 9B, 9C e
9D).



48

5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da natagao sobre a memoria
e 0 estresse oxidativo em musculo esquelético e tecido encefalico em um modelo
animal de distrofia muscular de Duchenne. Para isso, foi utilizado um protocolo de
natacao de intensidade moderada realizado por quatro semanas consecutivas, quatro
vezes por semana. Os resultados mostraram que a natacdo preveniu o
comprometimento da memoria aversiva e de habituagdo nos camundongos mdx. Em
paralelo a esse efeito, também foi observado pela andlise dos parametros
relacionados ao dano oxidativo, um aumento de carbonilagdo de proteina em cortex
pré-frontal, hipocampo, estriado, diafragma e gastrocnémio e aumento de peroxidagéo
lipidica em hipocampo, estriado, diafragma e gastrocnémio, concomitante com a
diminuigao dos tiois livres em animais mdx ndo exercitados, evidenciando o estresse
oxidativo. Interessantemente, a natacédo de baixa intensidade foi capaz de prevenir o
estresse oxidativo em gastrocnémio e nas estruturas hipocampo e estriado destes
animais. Este mesmo protocolo aumentou os tidis livres em gastrocnémio, diafragma
e nas estruturas do SNC analisadas.

A natacdo (exercicio aerébio), utilizada neste estudo, foi de moderada
intensidade, segundo medidas do lactato feita nos animais, e para isso foi utilizado um
ml de shampoo em todo o recipiente adaptado para a natacdo. Sobre a intensidade
do exercicio, além da classificagdo baseada na medida do VOz2max e da frequéncia
cardiaca maxima, que classifica o exercicio como de leve/ baixa intensidade,
moderado ou de alta intensidade®?, ha também o modelo proposto por Gaesser e
Poole (1996) que propde trés dominios em relacdo a intensidade de esforco:
moderado, pesado e severo. O dominio moderado compreende todas as intensidades
de esforco que podem ser realizadas sem a modificacdo do lactato sanguineo em
relacdo aos valores de repouso, isto €, abaixo do limiar de lactato (LL). O dominio
pesado, inicia a partir da menor intensidade de esfor¢o onde o lactato se eleva, e tem,
como limite superior, a intensidade correspondente a media de 4mM de lactato. Ja no
dominio severo, ndo existe fase estavel de lactato sanguineo, com este se elevando
durante todo o tempo de esforgo, até que o individuo entre em exaustao®®.

A DMD é caracterizada por uma auséncia da proteina distrofina em musculo
esquelético®. Entretanto, a literatura também traz que a distrofina estd ausente em

tecido encefdlico e esta alteragdo esti associada a alteracdes como o estresse
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oxidativo?®. A auséncia de distrofina e o estresse oxidativo em SNC fazem com que o
comprometimento cognitivo seja parte da fisiopatologia desta doenga. Neste estudo,
evidenciou-se que o protocolo de natagdo foi capaz de proteger o comprometimento
da memédria aversiva e da memoéria de habituagdo nos camundongos mdx submetidos
ao protocolo. Dados néo publicados do grupo de pesquisa NEUROPAT mostram que
animais mdx, com 30 dias, ndo apresentam comprometimento da memoria e do
aprendizado. Porém, estes animais com 60 e 90 dias ja apresentam evidéncias deste
comprometimento.

O protocolo do presente estudo foi inciado com animais de 28 dias de idade e
finalizado aos 56 dias de vida. Com esta idade, seria esperado que estes animais
apresentassem prejuizos de memdria e aprendizado, 0 que ndo ocorreu hos animais
submetidos a natagéo. Assim, pode-se afirmar que o exercicio preveniu os déficits da
memoria e do aprendizado. Apesar de ndo haver estudos relacionando a natacéo
diretamente com a prevencdo do comprometimento de memdria e aprendizado
relacionado a DMD, hé relatos de beneficios da préatica da natagcao no envelhecimento
cognitivo®. Um outro estudo, ainda com animais de meia idade, mostrou beneficios
da natacdo, quando aliada a suplementacdo dietética, em testes de memoaria de
reconhecimento de objetos, demonstrando melhora na memdria de curto e longo
prazo®3.

Em um recente estudo de revisdo, os autores sugerem que o exercicio regular
pode prevenir transtornos cognitivos com minimos lefeitos adversos. S&o citados
estudos clinicos e pré-clinicos que tém mostrado que o exercicio fisico aerébio regular
auxilia a recuperacgéo funcional ap6s leséo encefalica, melhorando o aprendizado e a
memoria, inclusive em condigbes relacionadas ao envelhecimento como a
neurodegeneracdo, a deméncia e em doencgas psiquiatricas e neurolégicas. Assim, o
exercicio pode ser uma Otima abordagem para prevencdo e tratamento do
comprometimento cognitivo®. Nesta mesma revisdo, cita-se que em estudos
envolvendo modelos animais, o exercicio melhora a funcdo cognitiva e previne o
declinio da memdria no encéfalo idoso e em doencas como Alzheimer, Parkinson e
depressdo dentre outrasb.

O efeito do exercicio na fungdo cognitiva ja esta bem estabelecido, porém, ha
diversos fatores que contribuem para este efeito. Sabe-se que o tipo, a intensidade e
a frequéncia do exercicio, podem mudar a efetividade do efeito neuroprotetor do

exercicio tanto em estudos clinicos quanto pré-clinicos. Ambos exercicios, aerébio e

‘ Comentado [DFM8]: Existe algum efeito adverso ?
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anaerébio, produzem efeitos positivos na fungdo encefdlica, inclusive quando
associados’. Um estudo com pacientes p6s acidente vascular encefalico (AVE) com
a associagdo dos dois tipos de exercicio, demonstrou melhoras significativas na
funcédo cognitiva’’. E isso também foi verificado em idosos e pessoas com deméncia’e.
Outro ponto a ser discutido é qual o volume e a intensidade de exercicio produzem
benéficios para a fungéo cognitiva, pois exercicio muito leve ou em excesso, pode ndo
s6 ndo trazer beneficios, como pode ser prejudicial’®.

Em modelos experimentais, é sabido que exercicios de alta intensidade
prejudicam a aquisi¢cdo da memdria. O exercicio muito intenso leva a fadiga e aumenta
a formacdo de ERO. Ja o exercicio de intensidade moderada melhora a funcéo
cognitiva8®, Sendo assim, h4 uma relacdo entre a intensidade do exercicio e a
aquisicdo e retencdo de memdrial. Estudos mostram que o exercicio promove
aumento da liberagdo de BDNF, que tem efeito neuroprotetor, modula o estresse
oxidativo, diminui a neuroinflamacao e melhora a perfuséo principalmente em cértex
e hipocampo. Estes processos sdo mediados por vias neurofisiol6gicas que levam a
melhora da memdria e do aprendizado®2. Assim, a modulagdo da fung&o cognitiva,
através do exercicio, pode estar relacionada ao BDNF sintetizado e liberado pelo
musculo, ou ainda pelo BDNF liberado pelas plaquetas ativadas pelo exercicio. Ou,
ainda, pela secre¢cdo de citocinas como a IL-6, através de seus papéis anti-
inflamatérios, ou mesmo como mensageiros intercelulares e pela maior
vascularizacdo do encéfalo, através da angiogénese e vasodilatacdo de areas
encefdlicas especificas, relacionadas ao processo de aprendizado e meméria. Além
destas, ha também o aumento da eficiéncia da oxidagdo mitocondrial®2. Por tudo isso,
seria simplista atribuir a melhora da memdria e comportamento somente a modulagao
do estresse oxidativo ou a atividade antioxidante medidos neste estudo. Ainda assim,
a literatura traz que parte dos efeitos do exercicio no encéfalo podem ser causados
pelo aumento das enzimas antioxidantes®2.

Além do comprometimento cognitivo, outro objetivo deste trabalho foi verificar
se a natacao pode alterar o estresse oxidativo em tecido neuronal e muscular
esquelético. Estudos mostram que o estresse oxidativo esta presente no processo
fisiopatoldgico da DMD, pois ha um desequilibrio entre a formacdo de agentes
oxidantes e a atividade antioxidante204250. O estresse oxidativo estd presente na
DMD, em misculo esquelético, e, também, no SNC2° . Um dos efeitos do exercicio é

0 aumento da atividade antioxidante. O exercicio produz ERO, as quais atuam como
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sinalizacdes de eventos moleculares, que regulam adaptacdes nas células
musculares, como a regulagdo de enzimas antioxidantes®3. Neste estudo, foi
observado que a natagdo aumentou os tidis livres, demonstrando que o exercicio fisico
foi capaz de aumentar os niveis do antioxidante glutationa, concordando com estudos
anteriores que demonstraram o papel protetor do exerciciol®1, Os tiéis livres sdo uma
medida indireta da atividade da glutationa, um antioxidante que esta presente em
maior quantidade no SNC#84,

Em camundongos, o exercicio diminui as ERO e a carbonilac@o de proteinas
e aumenta os niveis de alguns antioxidantes enddgenos em hipocampo e outras
regies do SNC, além da melhora das atividades, envolvendo tarefas espaciais®2. O
grupo de pesquisa NEUROPAT tem estudado o efeito dos diferentes tipos de exercicio
fisico no processo de degeneracdo na DMD e foi verificado que um protocolo de
exercicio fisico de intensidade moderada, utilizando uma esteira adaptada, aplicado
em camundongos mdx, foi capaz de diminuir a peroxidacao lipidica e as proteinas
carboniladas, além de aumentar a quantidade de grupamentos tidis em tecido
muscular e na maioria das estruturas analisadas do SNC. Além disso, o protocolo de
exercicio na esteira melhorou a atividade da maioria dos complexos respiratérios da
mitocéndrias, tanto em tecido muscular quanto em SNC (dados néo publicados).

Em uma reviséo de literatura, estudos mostraram que o exercicio na esteira
reverteu o estresse oxidativo em camundongos, provavelmente por fortalecer a
resposta antioxidante do corpo. O acumulo de ERO acontece no envelhecimento,
doencas relaciondas ao estresse oxidativo e doengas neurodegenerativas. Grandes
qguantidades de ERO podem interferir em varios processos biolégicos como o sistema
de defesa antioxidante mitocondrial, podem alterar acidos nucléicos, fosfolipideos de
membrana e proteinas que podem levar a apoptose induzida pelo estresse oxidativo.
E conhecido que o exercicio de intensidde moderada normaliza os niveis de ERO,
modulando o estresse oxidativo, enquanto que o exercicio intenso induz ao dano
oxidativo®0. Esta mesma revisdo traz que o exercicio regula a expresséo de enzimas
antioxidantes, como, por exemplo, a glutationa transferase (que degrada os produtos
da peroxidacgéo lipidica nas células), a 4-hidroxinanenal (que aumenta muito durante
0 exercicio). Outro mecanismo pelo qual o exercicio pode combater os efeitos do
estresse oxidativo no encéfalo, € aumentando a atividade proteasomal e os

mecanismos de defesa antioxidantes mitocondriais0.
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Além de verificar a infuéncia da natagcao sobre o comprometimento encefalico,
a avaliacdo de alguns tecidos musculares esqueléticos se faz necessaria. Como a
DMD é uma doenga essencialmente neuromuscular, hi a necessidade de incluir as
avaliagbes do musculo esquelético (gastrocnémios e diafragma), uma vez que a
principal caracteristica desta doenca esta relacionada com o comprometimento destas
estruturas com a pseudo-hipertrofia de panturrilhas, as quedas frequentes, a perda da
marcha e as disfungdes cardiorrespiratérias?8. Evidéncias sugerem que o estresse
oxidativo esta associado ao agravamento da patologia tanto respiratéria como
muscular nestes pacientes?0. Além disso, ha estudos que mostram que o exercicio
pode proteger contra o estresse oxidativo no musculo esquelético em camundongos
mdx#13. O protocolo utilizado neste estudo protegeu contra o aumento da peroxidacéo
lipidica em gastrocnémio em animais mdx. A nata¢do por quatro semanas, foi capaz
de prevenir o aumento da carbonilagcdo de proteinas observado no miusculo
gastrocnémio de animais mdx. Este achado est4 de acordo com um estudo ,feito em
2015 em que foi utilizado um protocolo de natacdo e encontrou diminuicdo da
carbonilacdo de proteinas?s.

O mesmo ocorreu com o musculo diafragma, no qual os animais mdx
apresentaram niveis de peroxidacdo lipidica significativamente menores quando
comparados aos animais mdx ndo exercitados, demonstrando que o protocolo de
exercicio fisico por quatro semanas foi capaz de prevenir o aumento da peroxidagéo
lipidica. Entretanto, a natacao néo foi capaz de reverter o aumento da carbonilagéo de
proteinas em diafragma. A degeneracéo do diafragma é o principal contribuinte para
patologia distréfica do ventriculo direito. Um estudo concluiu que apesar da natagdo
ser benéfica para o0 musculo esquelético e aumentar a fungéo cardiaca, um protocolo
de sessenta minutos por dia, seis dias por semana, durante dois meses, exacerbou
a degeneragdo do diafragma e aumentou o fenétipo distréfico, além de causar
hipertensdo pulmonar4.

Considerando o exposto, pode-se sugerir que o exercicio aerébio de moderada
intensidade — natacao — possa reduzir o estresse oxidativo pelo aumento das defesas
antioxidantes, como a glutationa, haja visto o aumento na formacao dos tidis livres
mostrado nos resultados deste estudo. Porém, como ainda ndo ha consenso na
literatura sobre volume, freqiiéncia e intensidade do exercicio no tratamento da DMD,
este estudo pode ajudar a propor novas perspectivas do uso terapéutico do exercicio

no tratamento desta doenca.
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6. CONCLUSAO

O protocolo de natagdo utilizado neste estudo, foi considerado de moderada
intensidade baseando-se na classificacdo da medida do lactato. Este protocolo,
aplicado em camundongos mdx foi capaz de prevenir o comprometimento da meméria
e preveniu 0 estresse oxidativo em gastrocnémios e na maioria das estruturas

analisadas do SNC, com aumento significativo da atividade antioxidante.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, foi analisada apenas uma das vias de modulagdo do SNC
(aprendizado e memdria). Sugerem-se futuros estudos para verificar outras vias que
podem modular a memdria e o aprendizado, como das neurotrofinas, por exemplo.
Espera-se que dados deste estudo possam servir para futuras pesquisas pré-clinicas

e clinicas com o intuito de padronizar o uso do exercicio na terapéutica da DMD.
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