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Treino de baixa intensidade mantem a
funcionalidade e fibrose em
camundongos mdx

Low-intensity training maintains functionality and fibrosis in
mdx mice

El entrenamiento de baja intensidad mantiene la
funcionalidad y la fibrosis en ratones mdx
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Resumo

Objetivo. O presente estudo investigou os efeitos de um protocolo de treinamento de baixa
intensidade sobre parametros funcionais, aerdbios, morfoldgicos e morfométricos do
diafragma e musculo cardiaco de camundongos mdx. Método. Camundongos mdx machos
com 8 semanas de idadeforam submetidos a um protocolo curto (4 semanas) ou longo(8
semanas) em esteira horizontal (9m/min,3x/semana,30min/dia). Os camundongos mdx foram
distribuidos aleatoriamente no grupo treinado (mdxT, n=8) ou ndo treinado (MdxNT, n=8).
Medidas de forca, equilibrio, analise do VO2 maximo, tempo de exaustdo dos animais e
histomorfometria das fibras de colageno intramuscular foram avaliadas ao longo do tempo do
protocolo no diafragma e musculo cardiaco. Resultados. Ndo houve diferencas no teste de
forca de preensdo e Rotarod ou na deposicdo de fibrose do musculo cardiaco. No musculo
diafragma houve um aumento na porcentagem de fibrose intramuscular no grupo mdxT no T4,
aumento da fibrose tanto do grupo mdxT como mdxNT no T8 quando comparados ao grupo
controle TO. Nas variaveis VO2max e tempo de exaustdo, ndo houve um desempenho
significante mesmo com o fator tempo e treinamento. Os achados histopatolégicos sao
observados com maior frequéncia no final do protocolo longo (8 semanas) tanto no grupo
mdxT como mdxNT, principalmente no musculo diafragma. Conclusdo. O treino de baixa
intensidade em esteira ndo influenciou na deposicdo de fibrose no musculo cardiaco e
diafragma mdx ao longo do tempo mantendo a forga de preensdo e a capacidade aerdbia dos
camundongos mdx durante o protocolo.

Unitermos. modelo mdx; diafragma; musculo cardiaco; fibrose; VO2 max

Abstract

Objective. The present study investigated the effects of a low-intensity training protocol on
functional, aerobic, morphological, and morphometric parameters of the diaphragm and
cardiac muscle of mdx mice. Method. Male mdx mice at 8 weeks of age were submitted to a
short (4 weeks) or long (8 weeks) protocol on a horizontal treadmill
(9m/min,3x/week,30min/day). The mdx mice were randomly assigned to the trained (mdxT,
n=8) or untrained (mdxNT, n=8) group. Measures of strength, balance, analysis of VO2 max,
time to exhaustion of the animals and histomorphometry of intramuscular collagen fibers were
evaluated throughout the protocol in the diaphragm and cardiac muscle. Results. There were
no differences in the grip strength test and Rotarod or in cardiac muscle fibrosis deposition. In
the diaphragm muscle, there was an increase in the percentage of intramuscular fibrosis in the
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mdxT group at T4, an increase in fibrosis in both the mdxT and mdxNT groups at T8 when
compared to the control group TO. In the variables VO2max and time to exhaustion, there was
no significant performance even with the time and training factor. Histopathological findings
are more frequently observed at the end of the long protocol (8 weeks) in both the mdxT and
mdxNT groups, mainly in the diaphragm muscle. Conclusion. Low-intensity treadmill training
did not influence fibrosis deposition in cardiac muscle and diaphragm mdx over time,
maintaining grip strength and aerobic capacity of mdx mice during the protocol.

Keywords. Mdx model; diaphragm; cardiac muscle; fibrosisa; VO2 max

Resumen

Objetivo. El presente estudio investigd los efectos de un protocolo de entrenamiento de baja
intensidad sobre parametros funcionales, aerdbicos, morfoldgicos y morfométricos del
diafragma y musculo cardiaco de ratones mdx. Método. Se sometié a ratones mdx machos
de 8 semanas de edad a un protocolo corto (4 semanas) o largo (8 semanas) en una cinta
rodante horizontal (9 m/min, 3x/semana, 30 min/dia). Los ratones mdx se asignaron
aleatoriamente al grupo entrenado (mdxT, n=8) o no entrenado (mdxNT, n=8). Se evaluaron
medidas de fuerza, equilibrio, analisis de VO2 max, tiempo hasta el agotamiento de los
animales e histomorfometria de fibras de colageno intramuscular a lo largo del protocolo en el
diafragma y musculo cardiaco. Resultados: No hubo diferencias en el test de fuerza de prension
y Rotarod ni en el depdsito de fibrosis del musculo cardiaco al compararlo con el grupo control
TO. En las variables VO2max y tiempo hasta el agotamiento, no hubo rendimiento significativo
aun con el factor tiempo y entrenamiento. Los hallazgos histopatoldgicos se observan con
mayor frecuencia al final del protocolo largo (8 semanas) tanto en el grupo mdxT como en el
mdxNT, principalmente en el musculo diafragma. Conclusion: el entrenamiento en cinta
rodante de baja intensidad no influyd en la deposicion de fibrosis en el masculo cardiaco vy el
diafragma mdx a lo largo del tiempo, manteniendo la fuerza de agarre y la capacidad aerdbica
de los ratones mdx durante el protocolo.

Palabras clave. modelo mdx; diafragma; musculo cardiaco; fibrosis; VO2 max
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INTRODUCAO

As distrofias musculares sdao doencas de carater
genético e degenerativo, comcomprometimento grave e
progressivo!. A Distrofia Muscularde Duchenne (DMD) ocorre
a partir de um defeito dogene da distrofina, que é uma
proteina do complexo distrofina-glicoproteina, sua ausencia
causando instabilidade do sarcolema do musculo esquelético
e cardiaco, deixando-os suscetiveis a danos induzidos pela
contracao. Progressivamente as fibras musculares sao
substituidas por tecido conjuntivo e adiposo??® causando

rapida perda de forca muscular com dificuldades em
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levantar-se do chdo ou usar escadas ainda na infancia. No
inicio da adolescéncia é esperadaa perda da capacidade de
deambular* periodo no qual seiniciamas complicacoes
respiratorias®.

Uma vez que a DMD ndo tem cura, os esforcos tém sido
no sentido da reabilitacdo e manutencao da funcionalidade
dessas pessoas* e visando promover a realizacdo das
Atividades e Participacao Social®.

Pesquisas utilizando modelos animaispara a DMD tém
trazido acréscimos importantes nesta area. O camundongo
mdx € o modelo animal que possui homologia genética e
bioguimica com humanos que apresentam a DMD, e é muito
usado em pesquisas,pela facilidade de manejo,reproducao e
maior susceptibilidade ao estresse’. Seu fendtipo tem
progressao considerada moderada,com excegaodo musculo
diafragma®.

O diafragma é o musculo respiratorio mais importante
na dinamica respiratéria, portanto sua fungao e protecao sao
fundamentais. O diafragma mdx oferece umamaior precisao
em dados clinicos por sua semelhanca morfoldgica com a
DMD humana®, apresentando um processo patolégico mais
gravedo que os musculos dos membros em camundongos
mdx, com uma deposicao extensiva de tecido conjuntivo
fibroso e tecido adiposo’.

A incidéncia de cardiomiopatia na DMD aumenta com a
idade, a maioria dos jovens com 18 anos, demonstram
evidéncias de disfungao cardiaca, se tornando cada vez mais

prevalente nesses pacientes?1%, O musculo cardiaco nao é
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capaz de se regenerar, sendo a lesao seguida pelo processo
de fibrose!l/12,

O VO2 maximo (VO2max) € @ maior taxa de consumo de
oxigénio pelo musculo possivel durante o exercicio
maximo,esta relacionada ao desempenho do metabolismo
aerdbio,é geralmente considerado o melhor indicador de
resisténcia cardiorrespiratéria e aptidao fisical>4. O
consumo maximo de oxigénio permanece entre os melhores
preditores de mortalidade por todas as causas?®.

As evidéncias para o planejamento do exercicio
terapéutico para a DMD continuam com poucos parametros
definidos (frequéncia, intensidade e tipo), o que dificulta a
comparagao entre os estudosi®. Exercicios de baixa
intensidade sugerem efeitos benéficos por meio da analise
do stress oxidativo muscular em musculos dos membros de
camundongos mdx'’'8, O presente estudo analisou os
efeitos longitudinalmente de um treino de baixa intensidade
em esteira em parametros funcionais, morfoldgicos,
morfométricos do musculo cardiaco e diafragma de

camundongos mdx, além de parametros aerobios.

METODO
Amostra

Foram estudados 48 camundongos mdx machos
distroficos  (C57BL/10ScSnDmdmdx/])  adquiridos da
UniABC, Sao Paulo,Brasil (CQB-172/02) de 8 semanas de
idade, essa idade foi escolhida por ser considerada uma fase

morfologicamente analoga da doenca ao modelo mdx, uma
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vez que osanimais ja sofreram um importante ciclo de
degeneracao/regeneracao.

Esta pesquisa seguiu o protocolo ARRIVE! e foi
aprovada pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha evMucuri
(CEUA/UFVIM protocolo n® 025/15). O processamento e
andlise do material bioldgico foram realizados de maneira
cega no Nucleo de Experimentacao Animal
(NEA/DFI/UFVIM).

Procedimento

Os animais foram mantidos em gaiolas em ciclo
invertido de 12 h dia/12h escuro, com temperatura ambiente
controlada a 22°C e supridos com racdo e agua a vontade.
Dos 48 animais mdx, 32 foram distribuidos aleatoriamente
em dois grupos: Grupo treinado (mdxT, n=16); grupo nao
treinado (MmdxNT, n=16). Outros 16 animais mdx foram
distribuidos aleatoriamente em um grupo controle do tempo
inicial, TO (n=8) e grupo mdx treinado do protocolo do VO2max
(mdxT-VO2max).

Delineamento experimental

O protocolo de treinamento em esteira horizontal foi
iniciado apds a primeira avaliacao (T0). No protocolo de curta
duracao, os animais do grupo mdxT realizaram oprotocolo
por um periodo de 4 semanas (T4), e no protocolo de longa
duracao, o grupo mdxT realizou o treinamento durante 8

semanas (T8). As avaliacdoes dos testes funcionais (Rotarod
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e forca de preensao) foram realizadas no grupo mdxT e
mdxNT noTO e a cada duas semanas de protocolo. No T4 e
T8 foram realizadas as eutanasias dos animais e coletas dos

materiais bioldgicos (Figural).

Figura 1. Delineamento experimental: Periodo de adaptagdo ao rotarod e ao treino
na esteirahorizontal (5 dias), camundongos mdx com 7 semanas de idade. A - Periodo
de aplicagdo dos testes funcionais (rotarod e teste de forca de preensao) nos
camundongos mdx do grupo controle TO e nos grupos mdxT e mdxNT do T2,T4,T6 e
T8. O — Eutanasia e coleta do material bioldgico (8 animais/grupo) dos camundongos
mdx do grupo controle TO e dos grupos mdxT e mdxNT do T4 eT8.

Adaptacdo: 5 dias Hiotaeole;longo

(rotarod e treino na
esteira horizontal) Protocolo Curto

{Camundongos mdx
7 semanas de idade)

NIV SR

(Camundongos mdx
8 semanas de idade)

*Treino na esteira horizontal emdxT: 9m/min
9m/min ; 30 min; 3X por semana emdyNT: 0m/min

‘ &—\ A Testes funcionais (rotarod e teste de preenséo)
> »
()) Eutanasia e coleta de material bioldgico

Protocolo de treinamento

Os animais do grupo mdxT passaram por uma
adaptacao na esteira onde as velocidades foram
gradativamente aumentadas. Os animais do grupo mdxT
foram estimulados a correr em esteira motorizada para ratos

(EP 131; Insight, Brasil) com a velocidade de corrida
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controlada em 9 metros/minutos para que o exercicio
terapéutico fosse considerado de baixa intensidade, de
acordo com o protocolo NMD-treat?®. O protocolo consistiu
em 30min/dia, 3x/semana durante 4 semanas (protocolo
curto T4) ou 8 semanas (protocolo longo T8). Os animais
dogrupo mdxNT foram colocados em esteira horizontal com
velocidade de Om/3x/semana durante 4 ou 8 semanas com
0 objetivo de serem expostos as mesmas condicoes

ambientais.

Testes funcionais

A forga de preensao e o desempenho no Rotarod foram
usados como medidas funcionais. Os animais foram
avaliados a cada 2 semanas de protocolo. Nestes mesmos
momentos 0s animais foram pesados emuma balanca
semianalitica (UX-420H 0,001g precisao) para acompanhar
o bem-estar dos animais e para normalizacao dos valores de
forca de preensao evitando a influéncia do peso nesta

variavel?l,

Teste de forca de preensao

Esta medida permite acompanhar a evolucao da forca
de preensao do animal. Os animais eram suspensos pela
cauda acima da grade e, depois de agarrarem com O0s
membros toracicos, eram puxados para tras. O valor da forca
maxima foi registrado pelo medidor de forca de preensao
GripStrengthMeter (PanLAb®) especifico para

camundongos. Cada animal foi testado cinco vezes com um
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minuto de intervalo entre as tentativas, em seguida a média
dos trés maiores valores foicalculada para o calculo da forga
absoluta, que foi dividida pela massa corporal em
gramas?’?°, Todas as medidas foram feitas pelo mesmo

investigador cego para evitar viés.

Rotarod

Os animais foram testados no aparelho Rotarod que
avalia coordenacao motora eequilibro. Foi utilizado um
aparelho Rotarod automatizado (MP13977, Insight®, Brasil)
e realizada adaptacdo préviados animais aumentando
gradativamente o tempo de permanéncia e as rotagdes por
minuto (rpm). O processo de adaptacao iniciou com 250
segundo e 16rpm chegando a 500 segundo e 37rpm. A
semana imediatamente anterior ao inicio do protocolo foi
usada para o processo de adaptacao, onde a velocidade foi
aumentada de maneira gradual, até atingir a velocidade
usada no teste. Apds adaptacdao no dispositivo, os
camundongos foram colocados no tubo do Rotarod enquanto
ele girava a uma velocidade lenta e constante de 5rpm. A
corrida comecou assim que todos os camundongos estavam
em posicao. A velocidade do tubo acelerou de 5 a 37rpm e
manteve essa velocidade. O teste foi interrompido
automaticamente quando os camundongos caiam do tubo,
ativando a barra de tempo posicionada logo abaixo, sendo
nasequencia reposicionados imediatamente para nova
tentativa. Os camundongos tiveram no maximo mais duas

tentativas, o que l|hes permitiu melhorar o tempo de
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execucdao quando caiam. A sessdo de teste foi encerrada para

camundongos capazes de permanecer por 500 segundos??.

Determinacdo do consumo maximo de oxigénio - VO2max
Para investigar se a velocidade de 9m/min
recomendada por protocolos prévios para o modelo mdx
(Treat-NMD)?° sugere efeitos no condicionamento aerdbio
através do Voomax, o0ito animais (mdx-Voamax) foram
submetidos ao mesmo protocolo detreinamento de baixa
intensidade descrito anteriormente (9m/min, 3x/semana,
30min). Este grupo nao foi submetido aos testes funcionais,
e a eutanasia dos animais ocorreu apds as 8 semanas de
protocolo. Esses animais tiveram seu Voamax medido por um
sistema de esteira de 4 faixas (Oxymax FAST Modular;
Columbus Instruments, Columbus, Ohio). Cada pista deste
sistema é contida dentro de uma Unica cadmara, permitindo
a medicao de parametros respiratorios individualmente para
os camundongos. A esteira estava em protocolo derampa,
com 259 de inclinacao, permitindo uma melhor quantificacao
do VO2msx?3. Os camundongos foram expostos a um
descanso de 5 minutos em esteiras estacionarias mantendo
a inclinagao. Nos 20 minutos seguintes, a velocidade da
esteira foi aumentada para 5,9,12 e 15m/min. em intervalos
de 5min. e foi ajustada para aumentar em 1,8m/min. a cada
2min. até aexaustdo?*. As medidas foram realizadas por
calorimetro indireto (Panlab, Harvard Apparatus, Espanha)
acopladoa camara metabdlica (fluxo de ar=1,0L/min), local

em que os ratos foram acomodados; foi introduzido ar fresco
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a 0,6L/min nacaixa?3. O sistema foi calibrado com mistura
conhecida de gases?>. O VO2 e VCO2 foram medidos
continuamente por meio de sistema computadorizado
(Metabolism, Panlab, Harvard Apparatus, Espanha). Foram
registrados os gases VO2 e VCO2 (L/min) e o tempo que os
animais levaram para atingir a exaustao. A exaustao era
considera quando o animal tocava qualquer parte do seu

corpo na grade de choque por até 10 segundos?3.

Coleta do material bioldgico

Os animais foram eutanasiados durante o periodo do
protocolo deacordocom a Figura 1, setenta e duas horas apés
a ultima sessao final de exercicios, com excecao dos animais
do grupo mdxT-VO22max que foram eutanasiados apenas ao
final do protocolo detreinamento em T8 (n=8). Todos os
animais foram submetidos a overdose de cloridrato de
cetamina (200mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg), via
injecdo intraperitoneal. Osmusculos diafragma (porcao
crural) e coracao (ventriculo esquerdo) foram coletados e

fixadosem solucao de paraformaldeido a 4%.

Analise morfoldgica

Apds protocolo de desparafinizacdo, os cortes foram
corados com Hematoxilina-Eosina (HE) de acordo com os
procedimentos histoldgicos convencionais para identificacdo

de caracteristicas histopatoldgicas.
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Quantificacdo do colageno intramuscular

As laminas reagiram com picrossirius red e foram
analisadas sob luz polarizada em 400x. Aproximadamente
20 imagens sequenciais decada animal estudado foram
realizadas para realizar a analise de toda a seccao transversa
do musculo®®. A quantidade de de posicao das fibras
colagenas foi calculada pela porcentagem da area das fibras
colagenas em relagcao a area total (57248,52um2) de cada
imagem, por meio de analise binaria (preto/branco) e

expressa em micrometros pelo software Imagel®.

Analise qualitativa dos dados

Na anadlise qualitativa foram utilizadas trés imagens por
animal de cada grupo nos trés tempos de treino (T0, T4 e
T8) para inferir sobre as caracteristicas morfolégicas do
musculo diafragma e cardiaco distrofico. Foi observado a
presenca de infiltrado inflamatorio, nulcleos centrais,
heterogeneidade das fibras musculares, distribuicao e

espessura das fibras colagenas no endomisio e perimisio.

Analise estatistica

Foi analisada a normalidade dos dados, pelo teste de
Shapiro-Wilk em nivel de 5% para todas as analises. Para
analise estatistica do consumo maximo de oxigénio e tempo
de exaustdao dos animais usamos ANOVA de medidas
repetidas em nivel de significancia também de 5%. Para
anadlise da fibrose muscular do coracdao com dados foi

utilizado a ANOVA one-way. Para a analise de fibrose do
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diafragma foi constatado nao normalidade dos dados em
nivel de significancia de 5% e verificamos que a variancia
entre os grupos nao foi homogénea para p<0,05 de acordo
com o teste de Levene, logo foi realizado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis e o teste post-hoc de
Nemenyi. Os testes foram realizados utilizando o software
SPSS versao 25.

RESULTADOS
Testes Funcionais

Todos os animais mdxT, do protocolo de curta duracao
(4 semanas) e longa duracao (8 semanas) terminaram o
protocolo de esteira estabelecido,completando 30min/sessao
a 9Im/min. Os valores médios do tempo de permanéncia no
rotarod nao apresentaram diferencgas entre os grupos.

No T2 os animais do grupo mdxT apresentou valores
mais elevados de forgca de preensao quando comparado com
o grupo mdxNT (p=0,028). Ja no T4 houve uma diminuicao
dos valores de forca de preensao relacionado ao
treinamento. O grupo mdxNT mostrou uma diminuigao
gradual nos valores de forca até T6 e um ligeiro aumento em
T8 nao superior a TO. Houve um aumento da forca de
preensao dos animais treinados (mdxNT) no T4 de

treinamento até o T8 (Figura 2).
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Figura 2. A: Média e desvio padrao do tempo de permanéncia (segundos) no Rotarod
comparando os grupos mdxT e mdxNT ao longo do tempo do protocolo (T0,T4,T8).
B: Média e desvio padrdo da forca de preensdo comparando os grupos mdxT e mdxNT
ao longo do tempo de protocolo. C e D: Comportamento da variavel forga de
preensao dos grupos mdxNT e mdxT respectivamente, ao longo do tempo. *
indicando diferenca entre os grupos, p<0,05.
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Consumo maximo de oxigénio (VO2masx.)

A média do consumo maximo de oxigénio e desvio
padrao dos animais no TO (44,2+9,63) no T4 (47,72+7,32)
e no T8 (44,76 £+ 3,08) nao foram diferentes entre si
(p=0,565; Figura 3A).

Tempo de exaustao

O resultado para o tempo de exaustao dos animais
durante o teste do consumo maximode oxigénio indica que
as médias do TO (13,5+7,54), T4 (16,22+7,32) e T8
(13,5+8,44) avaliadosnao foram diferentes entre si
(p=0,73; Figura 3B).
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Figura 3. A: Valor médio do VO2max ao longo dos diferentes tempos de treinamento
do grupo mdxT- VO2max, submetido ao teste maximo para p<0,05. B: Tempo de
exaustao durante o teste do VO2max, realizado no grupo mdxT durante TO, T4 e T8

para p<0,05.
EI Consumo maximo de oxigénio Tempo de exaustdo
I | I TO maxT T4 maxT T8 mdxT
T0 maxT T4 maxT T8 maxT

Deposicao da Fibrose intramuscular

Diafragma mdx

Foi observado um aumento no percentual de fibrose no
musculo diafragma no grupo mdxNT do T8 quando
comparado com o grupo controle TO (p<0,01) e no grupo
mdxT do T8 quando comparado com o TO (p<0,01); houve
também um aumento em mdxT do T4 quando comparado
com mdxNT do T4 (p=0,01). O Menor percentual mediano
de fibrose foi no grupo mdxNT do T4, e o0 maiornogrupo
mdxNTdo T8 (Figura 4A).

Musculo Cardiaco mdx

N3ao foi encontrada diferenca entre as médias dos

grupos (p=0,44; Figura 4B).
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Figura 4. A: Mediana e intervalo interquartil da porcentagem de fibrose intramuscular
do diafragma mdx, nos grupos controle (T0), mdxT e mdxNT do TO e T4. *diferenca
entre os grupos para p <0,05. B: Média e desvio padrdo da porcentagem de fibrose
intramuscular do coracdo mdx nos grupos controle (T0), mdxT e mdxNT do TO e T4
para p<0,05.

EI . DIA T0 = mdxT = mdxNT COR T0 = mdxT = mdxNT
' -

T0 T4 T8 TO T4 8

Analise morfoldgica

De acordo com a analise morfoldogica do musculo
cardiaco mdx, foi observado tanto no grupo mdxT como no
mdxNT presenca de necrose, infiltrado inflamatério nos
diferentes tempos (T0,T4,T8) sendo discreta a frequéncia de
infiltrado inflamatério no TO e mais frequente no T8. Poucas
fibras com heterogeneidade foram observadas tanto no
grupo controle (T0), quanto nos grupos mdxT e mdxNT nos
diferentes tempos (T4,T8). No T8 foi observada a
fragmentacao do sarcoplasma nos animais do grupo mdxT e
mdxNT, podendo ser visualizadana Figura 5. Na coloracao de
picrossiruis red percebe-se a presenca fibras coldgenas
delgadasno tecido muscular cardiaco em ambos os grupos,
tanto no grupo controle (TO) como nosgrupos mdxT e mdxNT

nos trés tempos analisados (Figura 6).
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Figura 5. Morfologia do musculo cardiaco corado na técnica de eosina e hematoxilina
(HE) nos grupos controle- TO (A); treinados- mdxT (B,C) e nao treinados-mdxNT (E,
F) ao longo dos tempos (T0O, T4, T8) . > indicando nucleo central, >>indicandondcleo
periférico; *indicando fragmentacdo do sarcoplasma; P indicando infiltrado
inflamatdrio, ™indicando &rea de necrose. Fotomicrografias na objetiva de 40x, barra
=100pm.

Musculo cardiaco mdx

Coloragio HE

Figura 6. Fibras colagenas no musculo cardiaco corado com picrossirus red nos
grupos controle- TO (A); treinados- mdxT (B, C) e nao treinados- mdxNT(E,F) ao
longo dos tempos (T0,T4,T8). >>identificacdode deposicao de fibras coldgenas no
epimisio; >identificacdo de deposicdo de fibras colagenas no endomisio.
Fotomicrografias na objetiva de 40x, barra=100um.

Musculo cardiaco mdx

Coloracéo picrossirus red

1
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De acordo com a analise morfoldgica do diafragma mdx,
foram observados poucos nucleos centrais e poucas fibras
com heterogeneidade no grupo controle (TO), presenca de
tecido necrético, heterogeneidade das fibras, infiltrado
inflamatodrio, fragmentacao do sarcoplasma e poucos nucleos
centrais nos grupos mdxT e mdxNT nos diferentes tempos,
como achado fragmentacao do sarcoplasma e infiltrado
inflamatdrio presente em maior frequéncia nos grupos mdxT
e mdxNT do T8 (Figura 7). Na coloracao de picrossiruis red
percebe-se a presenca fibras coldgenas mais espessas na
estrutura muscular do diafragma emambos os grupos mdxT
e mdxNT, ao longo do tempo, sendo a frequéncia de fibras
coldgenas mais espessas menor no grupo controle (TO0),

podendo ser visualizado na Figura 8.

DISCUSSAO

O protocolo de treinamento de baixa intensidade
manteve a forca de preensao, o tempo de permanéncia dos
animais no Rotarod e nao influenciou a deposicao de fibrose
nomusculo cardiaco ao longo do tempo. No musculo
diafragma o protocolo de treinamento aumentou a deposicao
de fibras coldgenas na quarta semana de protocolo (T4),
quando comparado ao grupo mdxNT no mesmo periodo, mas
nao interferiu no resultado ao final do protocolo, onde ambos
0S grupos apresentaram aumento da fibrose em relagao ao
TO.
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Figura 7. Morfologia do musculo diafragma corado com hematoxilina e eosina (HE)
nos grupos controle- TO (A); treinados- mdxT (B,C) e ndo treinados-mdxNT (E, F) ao
longo dos tempos ( TO, T4, T8) . > indicando nlcleos centrais, >> indicando nudcleo
periférico; *indicando fragmentacdo do sarcoplasma; P indicandoinfiltrado
inflamatdrio, ™ indicando area de necrose. Fotomicrografias na objetiva de 40x,
barra =100pm.

DIAFRAGMA mdx

’AL z{(v- w, -,_

o N,
A

Coloragdo HE

Figura 8. Fibras colagenas no musculo diafragma corado com picrossirus red nos
grupos controle- TO (A); treinados- mdxT (B,C) e nao treinados- mdxNT (E,F) ao
longo dos tempos (T0,T4,T8). >>identificacdo de deposicdo de fibras colagenas no
epimisio; >identificagdo de deposicdo de fibras colagenas no endomisio.
Fotomicrografias na objetivade 40x, barra=100um.
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Quanto a variadvel VOzmax € tempo de exaustdo a
manutencao dos valores apontam que o protocolo de baixa
intensidade utilizado no estudo nao foi suficiente para alterar
o condicionamento aerdbio dos camundongos mdx.

A partir dos ciclos de degeneragao/regeneragao que
ocorrem entre 4 e 15 semanas deidade desses animais?!,
alguns estudos sugerem que a forca dos camundongos mdx
diminui apds os 3 meses de idade’. No presente estudo, no
final do protocolo curto (T4), onde os camundongos tinham
12 semanas de idade, aforca de preensao dos mdxNT foi
menor do que no TO (controle) e em T8 (8 semanas
deprotocolo), no grupo mdxT também houve uma queda da
forca em T4 porem somente quando comparada a segunda
semana de treinamento (T2). Em outro estudo, submeteram
animais de 4 e 5 semanas de idade a um protocolo de 12
semanas de treinamento em esteira, a 12m/min e também
encontraram declinio da forca de preensao apds 4 semanas
de protocolo?’.

Apds um processo de degeneracao muscular, a
regeneracao possibilita recuperar a arquitetura e a fungao
adequada dos musculos esqueléticos tipicos. No entanto, o
processo inflamatdrio cronico do musculo distrofico pode ser
afetado pelo desenvolvimento excessivo de fibrose, ou seja,
deposicao excessiva de tecido conjuntivo na matriz
extracelular, que pode resultar no mau funcionamento do
musculo?8. Sendo assim, a compreensao de tais mecanismos
pode contribuir para uma melhor compreensao da fibrose

muscular?®.
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Na cardiomiopatia da DMD o ventriculo esquerdo (VE) é
mais extensivamente afetado, e a disfuncdo sistolica do VE
€ um importante preditor de mortalidade nessa
populacao®®3!, A patogénese da miocardiopatia associada a
DMD ainda ndo foi totalmente elucidada3?. Os mecanismos
fisiopatoldgicos da DMD envolvidos no miocardio podem
diferir significantemente do processo que ocorre nos
musculos esqueléticos; isto é ressaltado pela presenca de
doenca cardiaca significativa em pacientes com niveis
reduzidos de distrofina, mas sem doenca do musculo
esquelético33.

No presente estudo, o exercicio de baixa intensidade
nao influenciou a deposicao defibrose no musculo cardiaco
ao longo do tempo, mesmo no protocolo longo de 8 semanas.
Varios estudos sugerem danos ao musculo cardiaco induzido
pelo exercicio, nas modalidades de baixa e alta
intensidade!®343>, Em contrapartida outros estudos
observaram os efeitos da roda voluntaria a longo prazo (52
semanas) na funcdo cardiaca, e sugerem que o coracao de
camundongos distréficos pode sofrer remodelamento
benéfico através do exercicio sem comprometimentos na
funcdo cardiaca®3®. No presente estudo os camundongos
mdx tinham 8 semanas de idade no inicio do protocolo de
exercicio, e apds o protocolo longo tinham 16 semanas de
idade. Em estudo onde analisaram camundongos mdx de 3
a 18 meses e caracterizaram o desenvolvimento de
cardiomiopatia durante esse periodo, atestaram que,

embora a deposicao de fibras coldgenas no musculo cardiaco
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e infiltracdo de macroéfagos foi significantemente aumentada
em 6 meses, a funcdao ventricular ndao diminui até 18
meses3’. No presente trabalho foi observado infiltrado
inflamatdrio no musculo cardiaco em todos os grupos
estudados principalmente na oitava semana de protocolo. No
segundo grupo foram analisados camundongos mdxde 20 a
22 meses e foi avaliado fendtipo cardiaco. Eles concluiram
gque camundongos mdx mais velhos (20 a 22 meses) exibem
fibrose cardiaca, anormalidades no ECG
(eletrocardiograma), disfuncao sistdlica e desempenho de
exercicio diminuido3’. Dessa forma a pouca deposicdo de
fibras colagenas no musculo cardiaco mdx ao longo do tempo
observada no presente estudo, pode estar relacionada a
idade dos camundongos estudados, que com 16 semanas
sao considerados jovens.

Outro estudo utilizou o delineamento do teste de VO2max
e estudou camundongos mdxcom 8 semanas de idade,
porém com protocolo de treino em esteira de alta intensidade
para induzir a distrofinopatia?3>. Foi demonstrada uma
diminuicao crescente nos valores do VOzmax ao longo das 8
semanas de treinamento quando comparados aos valores
apresentados em camundongos wild-type (controle do
modelo distrofico). Os dados sao diferentes do que
obtivemos nesse estudo, pois nao utilizamos um protocolo
que exacerbasse o quadro distréfico nos levando a pensar
que o protocolo de baixa intensidade utilizado no presente
estudo pelo periodo de até 8 semanas de treinamento nao

foi o suficiente para induzir mudangas no VOzmax. Ndo é um
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resultado inesperado ja que camundongos saudaveis
apresentam aumento do VO2max apartir de protocolos mais
intensos38. A manutengdo, aumento ou declinio dos niveis de
VO2msx, hos fornecem informagdoes importantes sobre
manutencao, melhora ou perda da capacidade aerodbia,
levando em consideragao a evolugao natural da distrofia e o
fator treinamento ao longo do protocolo. A relagao entre a
velocidade de corrida e 0 VO2max provavelmente mudara do
inicio ao final de um periodo de treinamento38. Este fato foi
evidenciado em camundongos sedentarios, que
apresentaram uma curva mais acentuada do VO2max apds o
treinamento. Sendo assim, a adaptacao da economia de
trabalho dificulta a estimativa da intensidade apenas apartir
da velocidade de corrida, pois a mesma velocidade de corrida
no estado treinado e nao treinado corresponde a niveis
diferentes de VO2. O que nos leva a questionar sobre a
manutencao da intensidade do exercicio entre os tempos de
treinamento realizados no presente estudo, sendo
necessarias pesquisas que retratem a comparagdo entre
diferentes intensidades de exercicio (baixa, média e alta) de
preferéncia com monitoramento da intensidade através do
VO2max @o longo dos tempos de treino, para um controle mais
preciso da intensidade e para melhor entendimento do
momento de declinio no condicionamento cardiorrespiratério
em camundongos distréficos.

O diafragma ¢é um musculo que pode trazer
contribuicoes importantes para o estudo do efeito do

exercicio na regeneragao do musculo distrofico, uma vez que
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ele € um dos primeiros musculos a serem afetados na
distrofia muscular. Apresentando fibras necréticas e tecido
conjuntivo ja aos seis dias apds o nascimento, além de fibras
com nucleo central, um importante indicador de lesao
muscular, evidentes apartir de 2 semanas de vida3®, dessa
forma apresentando semelhanga na progressao e no fenotipo
da DMD em humanos*?, enquanto os musculos dos membros
apresentam alteracdes apartir de 2 semanas de idade.
Portanto, o diafragma tem sido considerado um musculo
sensivel para a avaliacdo da patologia distrofica no
camundongo mdx e para testar abordagens terapéuticas®*!.
Estudos que analisam efeitos de protocolos de
treinamentos no diafragma mdx sao escassos, devido a isso
apresentam resultados mal definidos, e em sua maioria
sugerem efeitos negativos®#2-44, Em estudo onde foi utilizado
camundongos de 8 semanas de idade, com protocolo de
treinamento de baixa intensidade em esteira motorizada 5
dias/semana durante 6 semanas, foi observado na analise
morfoldgica areas total de necrose e nlcleos centrais
inalterada entre os grupos exercicio e controle havendo uma
maior tendéncia para areas maiores de regeneracao (nucleos
centrais) do que de necrose no diafragma de camundongos
no grupo exercicio*>. No nosso estudo foram evidenciados
nlcleos centrais, infiltrado inflamatério, fragmentacao do
sarcoplasma edreas de necrose das fibras tanto nos
camundongos mdxT como nos mdxNT com maior
frequénciana oitava semana de treinamento. Ainda no

mesmo estudo, os niveis de CX39, uma proteina associada a
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regeneracao ativa no musculo danificado, foram
semelhantesno diafragma dos camundongos exercicio e
controle*>. Nossos achados evidenciam uma queda na
porcentagem de fibrose no diafragma no grupo mdxNT ao
final do protocolo curto (4 semanas) quando comparado ao
mdxT no mesmo periodo (T4). Ja ao final do protocolo longo
(8 semanas) os dois grupos apresentaram maior deposicao
de fibrose em relacao ao tempo zero, demonstrando que o
treino de baixa intensidade nao interferiu na deposicao de
fibrose ao final do protocolo longo.

Visto que a DMD é uma condigdo progressiva sem
tratamento eficaz, a manu tencao de parametros funcionais
como equilibrio, forca muscular dos membros e preservagao
da morfologia muscular, nos trazem perspectivas
importantes, afim de retardar a evolugao da doenca.

Este estudo apresenta a limitagcao de nao poder ser
diretamente aplicado em humanos com DMD. Ele aponta
para uma possibilidade de exercicio terapéutico que nao
danifique a morfologia muscular ao mesmo tempo que
mantém os parametros funcionais aqui estudados. Revisdes
sistematicas recentes sobre o exercicio terapeutico nas
Distrofias musculares ou em grupos de pessoas com doencas
neuromusculares apontam para os beneficios de exercicios
aerdbios, principalmente para as condicdes de progressao
lenta. Dessa forma, novos estudos precisam ser conduzidos
tanto no modelo mdx como com humanos que levem em
consideracao tanto a estrutura muscular como as atividades

funcionais como parametros da intervencao.
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CONCLUSAO

Os dados mostram que o treino de baixa intensidade
em esteira ndo modificou a deposicao de fibrose nomusculo
cardiaco mdx na idade estudada, aumentou a fibrose no
musculo diafragma independente do fator treinamento, ao
mesmo tempo que promoveu a manutencao da forga

muscular dos camundongos mdx.
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