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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca miodegenerativa grave. No modelo
murino mdx, os efeitos do exercicio fisico sdo controversos e a influéncia do sexo bioldgico é
frequentemente negligenciada. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da natacdo (N)
de intensidade moderada/baixa e do treinamento de resisténcia (TR) nos musculos biceps
braquial (BB) e diafragma (DIA) de camundongos mdx machos (M) e fémeas (F). Os animais
foram divididos em seis grupos: machos sedentarios (mdxCtM), fémeas sedentarias (mdxCtF),
machos nadadores (mdxSwM), fémeas nadadoras (mdxSwF), machos resisténcia (mdxRtM) e
fémeas resisténcia (mdxRtF). O protocolo de natagéo teve duragéo de 4 semanas (30 min/dia,
4 dias/semana) e o treinamento de resisténcia consistiu em subida de escada (3 séries de 10
repeticdes). Avaliamos o desempenho funcional (suspensao de quatro patas), a creatina quinase
(CK) sérica e a histopatologia (&rea inflamatoria e nucleos centrais). Nossos resultados
demonstram que o sexo bioldgico foi um determinante mais significativo do fenotipo distrofico
do que a modalidade de exercicio. Fémeas em todos 0s grupos apresentaram desempenho
funcional superior em comparacdo aos machos. As duas modalidades de exercicio causaram
aumento no namero de fibras com nucleo central no DIA em relagdo aos seus controles. No
BB, apenas o grupo mdxRtM apresentou uma porcentagem reduzida de fibras com ndcleos
centrais em comparagdo ao grupo mdxCtM. O protocolo de natagdo no mdxSwM apresentou
menor concentracdo sérica de CK, entretanto, ndo melhorou o desempenho funcional destes
animais. Em conclusdo, os protocolo de treinamento aplicados demosntraram efeitos distintos
nas diferentes varidveis (sexo bioldgico, modalidade de exercicio e grupo muscular),

demonstrando a necessidade da adaptabilidade de protocolos para seus devidos usos.

Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne; camundongos mdx; exercicio; treinamento

de resisténcia; natacdo; dimorfismo sexual.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a severe myodegenerative disease. In the mdx mouse
model, the effects of physical exercise are controversial, and the influence of biological sex is
often overlooked. This study aimed to evaluate the effects of moderate/low-intensity swimming
(Sw) and resistance training (Rt) on the Biceps Brachii (BB) and Diaphragm (DIA) muscles of
male (M) and female (F) mdx mice. Animals were divided into six groups: sedentary male
(mdxCtM) , sedentary female (mdxCtF) , swimming male (mdxSwM) , swimming female
(mdxSwF) , resistance male (mdxRtM) , and resistance female (mdxRtF). The swimming
protocol lasted 4 weeks (30 min/day, 4 days/week) , and resistance training involved ladder
climbing (3 sets of 10 repetitions). We assessed functional performance (four-paw suspension),
serum Creatine Kinase (CK) , and histopathology (inflammatory area and central nuclei). Our
results demonstrate that biological sex was a more significant determinant of the dystrophic
phenotype than the exercise modality. Females across all groups exhibited superior functional
performance and a less severe histopathological profile compared to males, indicating a
protected phenotype. The mdxRtM (resistance male) group showed the worst functional
performance , significantly elevated CK levels , and the highest levels of inflammation,
particularly in the Diaphragm. This group also presented a reduced percentage of central nuclei
in the BB, suggesting impaired regeneration. The swimming protocol (mdxSwM) failed to
improve functional performance. In conclusion, the resistance training protocol was detrimental
to mdx males, exacerbating the pathology, especially in the diaphragm. The swimming
protocol, as applied, did not provide clear therapeutic benefits. These findings underscore that
sex is a critical biological variable that must be considered in preclinical DMD studies.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy; mdx mice; exercise; resistance training;

swimming; sexual dimorphism.
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1. INTRODUCAO
1.1. Distrofia muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é um disturbio genético grave, ligada ao
cromossomo X, que causa degeneracdo progressiva da musculatura esquelética e afeta
principalmente individuos do sexo masculino, com prevaléncia de 1 a cada 3.500-6000 meninos
nascidos em todo o mundo (Duan et al., 2021). Em mulheres, existem poucos dados
populacionais em relacéo a prevaléncia da DMD, uma vez que na grande maioria se apresenta
de forma assintomatica. Porém, a mulher portadora da mutacdo pode ser afetada pela DMD
como resultado de mudancas no padrdo da inativacdo ou translocacdo do cromossomo X
(Hoffman et al., 1996; Jacobs et al., 1981).

Os primeiros sintomas clinicos da DMD aparecem entre 3 e 4 anos com dificuldades
para correr, saltar, levantar-se do chdo (sinal de Gowers), dificuldade para pular ou subir
escadas, quedas e tropecdes frequentes, marcha anormal (bamboleante ou andar com os dedos
dos pés) e juntamente com hipertrofia da panturrilha (pseudo hipertrofia muscular). A
progressao da doenca pode ser rapida, tornando-se dependente de cadeiras de rodas entre 7-13
anos (Mercuri et al., 2019). O estagio terminal da doenca comeca quando 0s pacientes
necessitam de ventilacdo assistida e geralmente morrem na terceira ou quarta década por
insuficiéncia respiratéria ou cardiaca (Moxley et al., 2010).

As anormalidades como as causas da DMD s&o detectadas no brago curto do
cromossomo X (l6cus Xp21), responsavel pela expressdo de uma proteina composta por 3685
aminoéacidos que integra o sarcolema da fibra muscular denominada distrofina (Francke et al.,
1985; Verellen-Dumoulin et al., 1984). A distrofina (427 kDa) apresenta seu dominio carboxila
terminal ligado a proteina transmembrana B-distroglicana, e seu dominio amina terminal ligado
a F-actina citoplasmatica (Ohlendieck & Campbell, 1991). Com isso, ela se torna um importante
componente do complexo distrofina-glicoproteinas (CDG), conectando o interior do
citoesqueleto com a matriz extracelular, conferindo organizacdo e estabilidade as células
musculares para resistirem as tensdes de cisalhamento mecénico que ocorrem durante os ciclos
de contracdo e relaxamento muscular (Bogdanovich et al., 2004). A auséncia da distrofina,
provoca um desequilibrio no CDG por interromper a ligacdo do citoesqueleto com a matriz
extracelular, gerando uma instabilidade no sarcolema durante a contragdo muscular. Dessa
forma, ocorre alteracdo da homeostase intracelular de ions célcio, hipercontragdo miofibrilar,
ativacdo de proteases endogenas e necrose da fibra muscular (Biggar et al., 2002; Bogdanovich
et al., 2004).
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O diagndstico da DMD é considerado como resultado de atraso no desenvolvimento ou
aumento das concentracfes de enzimas séricas, como alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH) ou creatina quinase (CK)
(Ciafaloni et al., 2009). Ocasionalmente, um aumento na concentracdo de ALT, AST e LDH,
leva a um foco inadequado na disfuncéo hepatica, atrasando o diagnostico de DMD (Birnkrant
et al., 2018). Apesar dos grandes avangos terapéuticos nos Gltimos 30 anos, ainda ndo ha cura
paraa DMD (Duan et al., 2021).

1.2. Fisiopatologia da DMD

O CDG ¢ responsavel pela estabilizacdo do citoesqueleto das fibras musculares com a
matriz extracelular e seus componentes podem ser divididos em trés grupos: o extracelular (o-
Distroglicano), a transmembrana (B-Distroglicano, Sarcoglicano e Sarcospan) e o0
citoplasmatico (Distrofina, Distrobrevina, Sintrofina e Oxido nitricosintase neuronal) (Lapidos
et al., 2004). No musculo saudavel, a integridade do sarcolema é mantida através das ligacGes
entre o citoesqueleto, o sarcolema e a matriz extracelular através do CDG e do complexo de
integrina. Na DMD, a desmontagem do CDG enfragquece o sarcolema, que se torna altamente
suscetivel a danos por contracdo (Duan et al., 2021).

A deficiéncia da distrofina resulta na perda da interacdo entre a actina e a matriz
extracelular, que possuem funcOes mecanicas importantes e podem levar a amplas
consequéncias nas fungdes das células musculares (Deconinck & Dan, 2007; Mokri & Engel,
1975), como a necrose intrinseca das miofibras (ou mionecrose), que por sua vez estimula a
regeneracdo da fibra (Aartsma-Rus & van Putten, 2014). A ruptura do sarcolema também pode
ser detectada pelo vazamento passivo de proteinas ou corantes circulantes, como albumina,
imunoglobulina G (1gG), azul de Evans e vazamento de enzimas musculares, como CK do
musculo para o sangue (Aartsma-Rus & van Putten, 2014; Tidball et al., 2018).

A progressdo e o agravamento da DMD estdo relacionados a fragilidade do sarcolema,
assim como a eventos fisiopatoldgicos como o influxo anormal de célcio (Ca2+), a mionecrose,
a inflamacéo cronica, estresse oxidativo e o0 comprometimento da regeneragéo (Espinosa et al.,
2016).

A instabilidade mecénica faz com que os musculos se tornem susceptiveis a lesao
durante os ciclos de contracdo e relaxamento. Em virtude desta fragilidade, ocorrem areas de
descontinuidade do sarcolema permitindo a passagem de substancias do meio extracelular para

0 meio intracelular, como o ion Ca2+, e de substdncias do meio intracelular para o meio
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extracelular, como a enzima CK (Aartsma-Rus & van Putten, 2014). Com o aumento da
permeabilidade do sarcolema ocorre um aumento nos niveis de Ca2+ intracelular e a alteragéo
da sua homeostase dentro do musculo (Mareedu et al., 2021). Esta sobrecarga é também
parcialmente causada pela entrada anormal de Ca2+ no sarcolema através dos canais de calcio
(canais ativados por estiramento, operados por armazenamento, controlados por voltagem e
operados por receptores), bomba ATPase de Ca2+ da membrana plasmatica (PMCA), trocador
de sddio-célcio e microrupturas no sarcolema (Mareedu et al., 2021; Mercuri et al., 2019).

O comportamento anormal do Ca2+ é observado na DMD em cultura de células
distroficas de humanos e em modelo animal, na qual observa-se o excesso de Ca2+ nos
miotUbulos, nas mitocéndrias e no reticulo sarcoplasmatico, sendo os dois ultimos os locais
com maiores concentracdes de Ca2+ no sarcoplasma (Whitehead et al., 2006). A concentragédo
elevada de Ca2+ no mdasculo distréfico, ocorre disfuncdo mitocondrial, o que resulta em
defeitos metabdlicos e a sobrecarga de calcio e contribui diretamente para a morte muscular,
desencadeando vias degradativas, como calpaina protease e fosfolipase A2 dependentes de
calcio e necrose dependente de mitocondria (Mareedu et al., 2021), promovendo assim a perda

de massa muscular através do aumento da proteo6lise (Tidball & Spencer, 2000).

1.2.1. Mionecrose

Apobs a lesdo de fibra muscular integra, pode ocorrer a degeneracdo localmente nas
proximidades do dano, sendo denominado como necrose segmentar (Carpenter & Karpati,
1989; Ciciliot & Schiaffino, 2010). A necrose segmentar normalmente é resolvida através da
acdo de células satélites (células-tronco), residentes nos musculos que se fundem para regenerar
a porc¢do danificada da miofibra (Ciciliot & Schiaffino, 2010). As fibras musculares distroficas
eventualmente perdem grande parte de sua capacidade regenerativa, possivelmente devido ao
esgotamento do nimero de células satélites (Sacco et al., 2010). Com 0s sucessivos ciclos de
degeneracdo/regeneracdo na DMD, ocorrem geralmente as alteracBes na estrutura muscular
com variagdo no tamanho das miofibras devido a fusdo incompleta de miotubos em
regeneracdo, levando a bifurcacdo das fibras, esgotamento progressivo da capacidade
regenerativa de células satélites e substituicdo de tecido muscular por tecido fibroso e tecido
adiposo, levando a fraqueza muscular (Ciciliot & Schiaffino, 2010).

Nos musculos saudaveis, as fibras tém tamanho aproximadamente semelhante, ndcleos
localizados perifericamente e quase nenhum tecido conjuntivo no perimisio e no endomisio, ja

0s musculos de pacientes com DMD e modelos animais da doenca, apresentam didmetros
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altamente variaveis de suas miofibras com presenca de nucleagéo central nas células musculares
(Dubowitz et al., 2013). Dependendo da idade e do grau de atividade fisica do individuo,
algumas caracteristicas séo evidentes nos musculos como o aglomerados de fibras necroticas
com células inflamatdrias basofilicas em seu interior, sarcoplasma fragmentado, fibras
hipercontraidas densamente coradas, infiltracdo celular leve ou grave, grupos de pequenas
fibras musculares arredondadas em estagio inicial de regeneracdo ou normalmente espalhadas
por fibras saudaveis de tamanho médio e hipertréficas (Morgan et al., 2018).

As caracteristicas primarias da mionecrose sdo identificados em tecido muscular e
amostras de biofluidos como sangue e urina (Grounds et al., 2020). No mdsculo, o método de
captacdo de 1gG é baseado em caracteristicas celulares que caracterizam a morte necrotica,
incluindo a perda da integridade da membrana plasmatica com a liberagdo de padrdes
moleculares associados a danos e a captacao de proteinas plasmaticas (Bencze et al., 2019).
Biomarcador classico no sangue (plasma), amplamente utilizado para DMD ¢ a enzima CK,
que esta elevada em pacientes e em modelos de DMD em roedores e cdes, no entanto pode ser
altamente variavel (Dowling et al., 2019).

1.2.2. Inflamacéo

A inflamacdo, em condi¢des normais, € necessaria para a recuperacdo do tecido apds a
lesdo. No entanto, na DMD, onde ha leséo cronica devido a membrana muscular instavel, a
inflamacdo torna-se crdnica e super ativada em todo o musculo (Chen et al., 2005).

A instabilidade da membrana causada pela deficiéncia de distrofina leva a liberacédo
continua de contetdo citoplasmatico, em particular, padrées moleculares associados a danos,
Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPs) que sdo ligantes de receptores toll-like
(TLRs), purinoceptores (P2RX7) e outros receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) em
células musculares e imunoldgicas (Henriques-Pons et al., 2014). Apds a ativacdo dos ligantes,
as cascatas de sinalizacdo do PRR iniciam a resposta imune e isto leva a infiltracdo de uma
ampla gama de células imunes, incluindo linfécitos T auxiliares (CD4+) e citotoxicas (CD8+),
macrofagos, neutrofilos e eosinofilos, que posteriormente medeiam a degradacéo sequencial e
a regeneracdo fibrotica do musculo (Evans et al., 2009).

A liberagdo continua de DAMPs, incluindo proteina 1 de caixa de grupo de alta
mobilidade (HMGB1), adenosina trifosfato (ATP), acido ribonucléico (RNA) de fita simples
sSRNA, éacido hialurénico e proteinas de choque térmico (HSPs), em resposta aos ciclos

continuos de dano e regeneracdo em distroficos musculo, prolonga a ativagdo e recrutamento
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de células imunoldgicas, induzindo um estado inflamatorio crénico e isso leva a formacéo de
tecido adiposo e conjuntivo, limitando permanentemente a contragcdo muscular (Kharraz et al.,
2014).

Os macrofagos desempenham um papel fundamental na progresséo da doenga na DMD
(Rosenberg et al., 2015). Existem dois tipos de classes de macréfagos no muasculo, M1 (pro-
inflamatoria) e M2 (anti-inflamatéria). Os macrofagos M1 s@o estimulados por citocinas pro-
inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNFo) e Interferon gamma (IFNy) e
contribuem para a lise muscular aumentando a producédo de éxido nitrico (Evans et al., 2009).
Macrofagos M2, que sdo estimulados por citocinas produzidas por células Th2, como
interleucina (IL) IL-4 e IL-10, promovem o reparo tecidual inibindo a inflamagdo e a
citotoxicidade do M1 e induzindo a proliferacdo de células satélites (Evans et al., 2009). H4 um
nimero maior de macréfagos M1 na DMD inicial, provavelmente contribuindo para o dano
muscular e para 0 ambiente pré-inflamatério e o macréfagos M2 sdo abundantes na fase de
regeneragdo da DMD (Duan et al., 2021).

Na DMD existem muitas vias de sinalizacdo desreguladas na inflamagé&o e os principais
impulsionadores da inflamacgéo cronica na DMD séo a via do fator nuclear kappa B (NF-xB),
juntamente com a quinase c-Jun NH2-terminal (JNK) e os fatores reguladores do interferon
(IRFs) (Tulangekar & Sztal, 2021). Estes s&o ativados por citocinas como 0 TNF-a e a IL-6,
que subsequentemente iniciam a via dependente da resposta primaria de diferenciacdo mieldide
a jusante 88 (MyD88). Isso, por sua vez, ativa as quinases [kB (IKKs) e as quinases ativadas
por mitdgeno (MAPKS) e, em Ultima andlise, regula positivamente as vias de sinalizacdo do
NF-kB (Herbelet et al., 2020). O NF-«kB ¢ uma familia de fatores de transcri¢do nuclear que
atuam na inflamacdo, na imunidade, proliferacdo celular e diferenciacdo do tecido
(Oeckinghaus & Ghosh, 2009). O aumento da atividade do NF-«xB, através do estresse
mecanico, é um fator chave para a degeneracdo muscular e supressao da regeneracao muscular
na DMD, que ocorrem no inicio do processo da doenca e precedem a perda da funcdo muscular,
além disso, podem apresentar inflamacdo desproporcional e influenciar no blogqueio da

diferenciacéo dos mioblastos em miotubulos (Forbes et al., 2014; Hu & Blemker, 2015).

1.3. Modelo murino da DMD: a linhagem mdx
O estudo e compreensao destes e demais eventos biologicos ocorridos na DMD tiveram
grande avango com o aparecimento de linhagem de camundongos mdx (X chromosome-linked

muscular dystrophy) (Bulfield et al., 1984). Estudos genéticos demonstraram que nos
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camundongos mdx, o gene afetado € homologo ao dos pacientes com DMD, apresentando
também auséncia de distrofina, tornando-o um valioso modelo para estudos da DMD. O
camundongo mdx é o modelo animal preferido da DMD, devido a larga disponibilidade e baixo
custo de producéo e manutencdo (Tanabe et al., 1986). Embora o camundongo mdx apresente
intenso infiltrado inflamatorio nas areas de mionecrose, difere da distrofia humana por nédo
apresentar fibrose intensa e depoésito de tecido adiposo na maioria dos tecidos musculares
esqueléticos, além do fato de os musculos do mdx regenerarem sucessivamente apds necrose,
pelo menos durante a fase adulta do animal (Cullen & Jaros, 1988). Estudos mostraram gque no
periodo entre 21 e 28 dias de vida pos-natal, observa-se extensa area de necrose no musculo
tibial anterior destes animais (Shavlakadze et al., 2004). A intensa necrose miofibrilar
observada neste periodo providencia um excelente modelo para o estudo de intervencGes
terapéuticas designadas para prevenir ou reduzir a necrose, uma vez gque a reducdo da miopatia
é facilmente identificada (Radley & Grounds, 2006). Entre 35 e 90 dias ap6s 0 nascimento, a
necrose atinge seu &pice, comprometendo muitas fibras. Neste periodo, encontram-se mais de
50% das fibras do musculo em regeneracdo, com didmetro varidvel e centronuclea¢do. Com
cerca de 120 dias de idade, praticamente todas as fibras do musculo encontram-se regeneradas
(Tanabe et al., 1986).

Estudos com camundongos mdx machos e fémeas sugerem diferencas entre 0s sexos,
principalmente em relacdo ao metabolismo energético, composicdo do tipo de fibra e
velocidade contratil (Grounds et al., 2008). Geralmente, os musculos de machos tendem a ser
mais rapidos e com maior poténcia que o das fémeas, enquanto os musculos das fémeas sdo
mais resistentes a fadiga, recuperam-se mais rapidamente das contracdes repetidas e apresentam
menos danos mecanicos apo6s o exercicio (Glenmark et al., 2004). Estas diferencas sdo em
grande parte atribuidas aos niveis de estrdgeno presentes nas fémeas (Grounds et al., 2008).
Estudos suportam esta hipotese, demonstrando que horménios femininos, como o estrogeno,
podem promover regeneracdo muscular em lesdes musculares esqueléticas tanto em
camundongos normais como em mdx (Tiidus, 2001; Tiidus et al., 2001). Recentemente, foi
demonstrado atenuacdo de marcadores estruturais e bioquimicos no tecido muscular distréfico
de camundongos mdx fémeas em relacdo aos machos em resposta ao exercicio fisico intenso
(Hermes et al., 2018).

1.4. Aplicagéo de exercicio em camundongos mdx

ApoOs o periodo agudo de necrose, a degeneracdo muscular diminui e permanece
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estabilizada entre 6 e 12 semanas de idade do camundongo mdx (Grounds et al., 2008;
McGeachie et al., 1993). Neste periodo a aplicagdo de exercicio voluntario em roda de corrida
ou a corrida em esteira em alta intensidade promove o aumento da degeneracdo muscular dos
membros anteriores e posteriores desse animal (Brussee et al., 1997; De Luca et al., 2003,
Hodgetts et al., 2006; Nakamura et al., 2005). Estudos utilizando camundongos distroficos
verificaram que musculos submetidos ao exercicio excéntrico e/ou concéntrico de alta
intensidade em esteira apresentam aumento dos niveis plasmaticos da enzima CK (Vilquin et
al., 1998); aumento do numero de fibras musculares necréticas (Brussee et al., 1997),
diminuicdo da expressdo do fator de crescimento homdlogo a insulina tipo-1 (insulin-like
growth factor-1, IGF1) e da MyoD (Okano et al., 2005) e significativa fraqueza muscular (De
Luca et al., 2003), quando comparados aos musculos distréficos ndo exercitados e musculos
normais exercitados. Desta forma, o exercicio de alta intensidade torna o camundongo mdx
adulto um modelo experimental mais proximo a DMD humana.

Em contraste, o treinamento de baixa intensidade é benéfico. A expressdo de genes de
diferenciagdo mitocondrial (Baltgalvis et al., 2012; Hulmi et al., 2013) e muscular aumentou
apos corrida voluntaria em roda em animais de 4 a 8 semanas de idade. A natacdo e a corrida
de baixa intensidade em camundongos mdx jovens também estimularam uma mudanca de
musculo glicolitico répido (tipo 11b) para musculo oxidativo (tipo 11a) e lento (tipo I) (Landisch
et al., 2008; Matsakas et al., 2013). A natacdo, com duracdo variavel de até 10 semanas, parece
produzir adaptacdes a demanda funcional e efeitos benéficos nos musculos dos membros dos
camundongos mdx, independentemente da intensidade do exercicio (Frinchi et al., 2021).

Como visto acima, o treinamento fisico de camundongos mdx pode ser realizado com
diferentes propdsitos, seja para avaliar as capacidades fisicas dos camundongos, bem como,
investigar os efeitos do treinamento nos musculos distréficos, ou, piorar o fenétipo antes de
avaliar os efeitos de um medicamento (Hyzewicz, Ruegg, et al., 2015). Assim, a literatura
apresenta muitas evidéncias sobre a aplicacdo do exercicio fisico com protocolos de corrida
e/ou natacdo, porém, carece de dados sobre a aplicacdo de protocolos de treinamento resistido
(forca). Presumivelmente, o musculo esquelético deficiente em distrofina induzido pelo
treinamento de exercicios de resisténcia possui alta suscetibilidade ao dano, muito
provavelmente em decorréncia das contragdes excéntricas maximas, como apontado em estudos
prévios (Lindsay et al., 2019; Moens et al., 1993). Dessa maneira, é interessante avaliar quais
as modificacdes do musculo esquelético distrofico do modelo mdx frente a aplicacdo de

exercicio resistido. Além disso, considerando que ja foi demonstrada que camundongos
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distréficos machos e fémeas apresentam diferencas adaptativas quando submetidos ao exercicio
de corrida de alta intensidade, faz-se necessario determinar quais os efeitos de outras
modalidades de exercicio no modelo de DMD de ambos 0s sexos, seja protocolos de

média/baixa intensidade, como a natacdo, ou o treinamento de resisténcia.

2. JUSTIFICATIVA

Como jé se sabe, 0 exercicio de alta intensidade torna o camundongo mdx um modelo
experimental mais semelhante ao paciente com a DMD. Apesar disso, ndo existem dados que
demonstram que a aplicacdo de protocolos de treinamento de forca produz efeito similar. Em
contrapartida, cada vez mais estudos apontam que exercicios de média/baixa intensidade, como
a natacdo, podem ser benéficos para os musculos distroficos destes animais. Considerando que
camundongos mdx machos e fémeas manifestam respostas diferentes frente a aplicacdo de
corrida de alta intensidade, é interessante verificar de que forma ambos 0s sexos
comparativamente se comportam em relagdo a execucdo de outras modalidades de exercicio
fisico. Estudos ja realizados mostraram que ha diferencas basais significativas entre os sexos,
sendo que as fémeas mdx apresentam maior capacidade de regeneracdo do que machos,
possivelmente devido a influéncia do estrégeno. Desta forma, é fundamental avaliar as
respostas de camundongos mdx machos e fémeas frente ao exercicio de média/baixa
intensidade e de resisténcia, uma vez que muitos estudos utilizam este modelo experimental
como plataforma na busca por terapias mais efetivas para minimizar os efeitos da doenca, e a
associacdo destas outras modalidades de exercicio pode significar uma vantagem estratégica na

determinacéo de estudos futuros.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito da natacdo de média/baixa intensidade e do treinamento resistido no
musculo esquelético distréfico de camundongos mdx, machos e fémeas.
3.2. Objetivos especificos
e Avaliar a forca muscular de camundongos mdx machos e fémeas submetidos a natagao
e ao treinamento de resisténcia;
e Determinar os niveis de CK sérico em camundongos mdx machos e fémeas submetidos

a natacgdo e ao treinamento de resisténcia;
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e Auvaliar a histopatologia (fibras com nudcleo central e area inflamatéria) do musculo
esquelético distréfico de camundongos mdx machos e fémeas submetidos a natacéo e
ao treinamento de resisténcia;

e Comparar os efeitos da aplicacdo da natacao e do treinamento de resisténcia no masculo

esquelético distrofico de camundongos mdx machos e fémeas.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais e protocolos experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem mdx (Bulfield, Siller et al. 1984), de ambos
0s sexos, com 30 e 45 dias de vida pos-natal, obtidos de casais (1 fémea e 1 macho por gaiola)
mantidos no biotério do Departamento de Anatomia, DAnat, da Universidade Federal de
Alfenas, UNIFAL-MG. Todos os animais foram eutanasiados com 60 dias de vida, com o0s
animais submetidos a natacdo iniciando o protocolo com 30 dias de vida (4 semanas de
protocolo) e os animais submetidos ao treinamento resistido iniciando o protocolo com 45 dias
de vida (2 semanas de protocolo). O nimero de animais usados esta de acordo com as
recomendacdes descritas por Collins e Morgan, 2003; Perrin 2014 e Denayer et al., 2014 sobre
0 uso do modelo mdx em estudos experimentais (Collins and Morgan 2003, Perrin 2014). As
matrizes sdo oriundas do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da
UNICAMP. Apo6s o nascimento, os filhotes permaneceram com a fémea até o desmame e o
macho foi separado. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em caixas
plasticas com 12 horas de ciclo claro/escuro, racdo Nuvilab CR-1 e agua ad libitum. Os
protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), e foi desenvolvido apds ser aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNIFAL-MG (0023/2024). Os animais foram divididos nos seguintes grupos
experimentais, com 7 animais cada:

I.  Grupo mdx sedentario macho (mdxCtM);
Il.  Grupo mdx sedentario fémea (MdxCtF);

I1l.  Grupo mdx submetido a natagdo macho (mdxSwM);
IV.  Grupo mdx submetido & natagdo fémea (mdxSwF);
V.  Grupo mdx submetido ao treinamento de resisténcia macho (mdxRtM);
VI.  Grupo mdx submetido ao treinamento de resisténcia fémea (mdxRtF).
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4.1.1. Protocolo de natacdo

Camundongos foram introduzidos em um tanque de vidro (41x34x18cm) cheio de gua
(mantida a 35°C+1°C) a uma profundidade suficiente para for¢a-los a nadar. Os animais foram
monitorados durante o tempo do experimento para impedir qualquer adversidade que
interferisse na integridade do animal. Os animais passaram por um programa de 4 semanas no
qual se exercitaram por 30 minutos, 4 dias por semana (segunda, ter¢a, quinta e sexta), enquanto
puderam descansar nos outros 3 dias (Hyzewicz, Tanihata, et al., 2015; Hyzewicz et al., 2017).
Para 0 aquecimento da agua foi usado um ebulidor de agua (Figura 02) e um aquecedor de chédo
para manter a sala quente. Os animais foram pesados no comeco e no final do protocolo e o

tempo foi monitorado.

Figura 01 - Camundongos realizando o protocolo de natagdo. Fonte: Autor (2024).

4.1.2. Protocolo de treinamento de resisténcia

Uma escada inclinada (80°) com 100x9 cm (comprimento e largura, respectivamente)
com barras espacadas em intervalos de 0,5 cm foi usada neste estudo (Figura 03a). A distancia
de subida foi definida em 40 cm, evitando assim o possivel contato entre a carga e o chdo. Para
determinar a carga de trabalho, foi realizada uma avaliacao prévia do desempenho muscular em
dois animais mdx (um de cada sexo) atraves do método 3RM. Este método consistiu em

determinar a carga maxima que o animal conseguiu carregar durante trés subidas completas e
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consecutivas da escada . A partir desta avaliacdo, a carga de trabalho para os protocolos
experimentais foi padronizada em aproximadamente 10% do peso corporal do animal. Esta
carga foi obtida preenchendo-se um tubo Falcon (15 ml) com o volume de &gua necessario (2,5
ml), que foi aferido em balanca de precisdo (Figura 04). A carga alvo maxima alcancada foi de
8,73 gramas, e entdo o tubo foi preso a porc¢éo distal da cauda do camundongo com fita adesiva
(Figura 05). Este protocolo foi desenvolvido e adaptado a partir do protocolo estabelecido por
Ferraresi et al., 2015.
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Figura 02 - a) Escada usada no protocolo de resisténcia do presente trabalho; b) Camundongo realizando o
protocolo de treinamento resistido. Fonte: Autor (2024).
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Figura 03 - a) Tubo pesado com 2,5ml de 4gua (210% do peso corporal). b) Tubo graduado com fundo

conico (Tipo Falcon 15ml). Fonte: Autor (2025).

Figura 04 - Demonstrag&o da insercéo do tubo falcon na cauda dos camundongos, com auxilio de fita crepe. Fonte:
Autor (2025).
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Primeiramente, os grupos experimentais, foram familiarizados com a escalada em

escada um dia antes do inicio da avaliagdo e treinamento do desempenho muscular. O
procedimento de familiarizagdo foi de 2 séries de 5 subidas na escada (repeti¢cdes) com periodos
de descanso de 2 minutos entre as séries individuais. Nenhuma carga foi presa a cauda do
camundongo durante este procedimento. Em seguida, foi realizada a avaliacdo do desempenho
muscular que foi definida como a média da carga maxima carregada por cada animal durante 3
subidas completas consecutivas da escada inclinada (3RM). Uma leve pressdo com pingas foi
aplicada na cauda se o animal parasse durante uma subida. O teste foi interrompido quando os
camundongos ndo conseguiam subir ou perdiam a pegada na escada devido a falha da contracéo
muscular concéntrica. A primeira tentativa nao incluiu nenhuma carga além do préprio peso
corporal do animal. Foi aplicado um maximo de 3 tentativas de subida. O animal que conseguiu
terminar a série, a carga foi aumentada gradativamente para a proxima subida, enquanto se o
camundongo ndo conseguisse terminar uma subida, a carga seria tirada para a proxima subida.
Cada sessdo de treinamento constituiu em 3 séries de 10 repeti¢des (subidas) na escada

com um periodo de descanso de 2 minutos entre cada série (Figura 03b).

4.1.3. Teste e suspensado das 4 patas

Existem varias formas néo invasivas para medi¢cdo da forca muscular dos membros que
fornecem informacgdes relevantes sobre a fraqueza muscular, coordenacdo motora,
comprometimento neuromuscular e a eficAcia do tratamento em varios modelos de
camundongos para disturbios neuromusculares (Carlson et al, 2010). O teste de suspenséo pelas
quatro patas € uma medida eficiente e confiavel, mas, ndo é possivel relacionar o resultado a
um anico e especifico distdrbio neuromuscular (Carlson, 2011).

O teste seguiu o protocolo TREAT-NMD “Four limb hang test” (Carlson, 2011). Os
animais passaram por dois testes, na semana inicial (um dia antes do protocolo de exercicio) e
final (um dia apds ao protocolo de exercicio) de aplicacdo dos treinamentos.

Sua féacil aplicabilidade e reprodutibilidade permitiram que o teste fosse feito usando topo de
gaiola suspensa a 35 cm do solo, com o solo forrado por 5 a 7 centimetros de maravalha, para
evitar que os animais se machucassem ao cair figura 01 (Carlson, 2011). Foram realizados trés
testes com cada animal, com descanso de dois minutos entre as repeticdes. Fatores como local
e horario de realizacdo e aplicador do teste foram os mesmos para obtencdo de valores

confiaveis.
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O peso corporal do camundongo foi obtido antes de iniciar o teste. O camundongo foi
colocado no topo da grade por um periodo de acomodacdo de 3 a 5 segundos e 0 cronémetro
foi ativado assim que a gaiola foi invertida. Normalmente, pouco antes de cair, o animal se
sustentou com 1 ou 2 patas, e nesse momento, o cronémetro foi parado. Sendo assim, o
crondbmetro comegou a contar quando a gaiola foi invertida, e foi parado quando o animal se
soltou ou se suspendeu por 1 ou 2 patas. O tempo foi contado em segundos, sendo 600 segundos
0 maior tempo obtido e feita a media dos tempos.

O resultado € dado em gms, sendo o Impulso de Segurar (gms) = peso corporal (g) X 0
tempo que o animal sustentou (seg).

Embora exija superviséo constante dos animais e um animal por vez seja analisado, o

teste é de facil realizagdo, baixo custo e alta confiabilidade (Carlson et al, 2010).

Figura 05 - Execucdo do teste de suspensdo das quatro patas. Fonte: Beatriz Godinho (2023).

4.2. Coleta e preservagdo das amostras
4.2.1. Dosagem de Creatina-Quinase (CK) em amostras de sangue

Apos a aplicacdo dos protocolos de exercicio, 0os animais de cada grupo foram
anestesiados com cloridrato de xilazina e cloridrato de quetamina numa proporcédo de 1:1.
Amostras de sangue foram coletadas por puncéo cardiaca para determinar a atividade de CK.
O soro obtido foi utilizado para analise com o kit CK Nac Cinético Crystal da Bioclin. As
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amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C e as absorbancias foram lidas

a 25°C no equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy H1M.

4.2.2. Analise histopatoldgica (n=7)

Apo6s administracdo de anestesia e coleta de sangue, os animais foram perfundidos
com PBS para reduzir a influéncia de componentes plasmaticos nas analises. Apds a morte por
exsanguinacdo, os musculos foram retirados e congelados a -90°C em isopentano e nitrogénio
liquido.. Os cortes dos musculos foram feitos a -28°C em um criostato com 8 um de espessura,
sendo coletados em laminas. Foram feitas laminas de cada grupo experimental que foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). As fibras musculares regeneradas e normais foram
analisadas em um microscépio de luz, contando os nlcleos centrais e periféricos. As imagens
foram capturadas por uma camera de video conectada a um microscopio optico Nikon com

objetiva de 20X, usando o software NIS-elements AR Advances Researches.

4.3. Andlise estatistica
Para andlise estatistica foi aplicado o teste ANOVA One Way seguido do teste Tukey
para as devidas comparagdes entre 0s grupos, e os dados apresentados por meio de média e

desvio padrao.

5. RESULTADOS
5.1. Anélise do desempenho funcional

O gréfico de linhas (gréafico 1) ilustra a variagdo no impulso de sustentacdo, medido em
gramas/segundos, entre um ponto “Inicial” e um ponto "Final” do experimento. A descoberta
mais proeminente é uma clara distincdo baseada no sexo, onde todos os grupos femininos
(mdxCtF, mdxRtF, mdxSwF) alcancaram valores finais substancialmente mais altos que os
grupos masculinos. As intervencdes dos protocolos de exercicio ndo se mostraram benéficas
em comparag&o aos respectivos controles em ambos os sexos. Notavelmente, o protocolo de
natacdo pareceu ser 0 menos eficaz, com o grupo mdxSwM apresentando o0 menor aumento de

todos.
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Grafico 01 - Avaliacdo do tempo de suspensao pelas quatro patas
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Legenda: Gréfico de linhas que ilustra a mudanga no impulso de sustentacdo (eixo Y, medido em gm/sec) entre

dois pontos no tempo: Inicial e "Final” (eixo X). Fonte: Autor (2025).

5.2. Dano muscular: Niveis séricos de Creatina Quinase (CK)

De acordo com os dados obtidos (gréafico 2), 0s resultados indicam que o grupo controle
masculino (mdxCtM) apresentou o nivel de CK mais elevado (aprox. 3400 U/L), o que era
esperado. O foco principal da analise recai sobre o grupo mdxSwM (machos submetidos a
natacdo), que apresentou um dos niveis mais baixos de CK observados, aproximadamente 1000
U/L, um valor muito similar ao do grupo controle feminino (mdxCtF). Os demais grupos
(mdxSwF, mdxRtM e mdxRtF) apresentaram niveis intermediarios de CK (entre 1900 e 2600
U/L), que ndo foram estatisticamente diferentes nem dos grupos com CK mais alta nem dos

grupos com CK mais baixa.
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Grafico 02 - Niveis de Creatina Quinase (CK)
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Legenda: (a): mdxCtM - é significativamente diferente de alguns grupos. (a,b): mdxCtF - compartilha semelhancas
com ambos mdxCtM e outros grupos. (a,b): mdxSwM - similar ao mdxCtF. (b): mdxRtM - pertence a um
subconjunto estatistico diferente de mdxCtM. (b): mdxRtF - estatisticamente igual ao mdxRtM. Fonte: Autor
(2025).

5.3. Analise histopatoldgica

5.3.1. Inflamagéo

A andlise da area inflamatéria do Biceps (grafico 3) mostrou que todos os grupos
apresentaram valores relativamente proximos. Os grupos SwM (16,48%) e SwF (16,76%)
destacaram-se com 0s maiores percentuais de inflamagéo. Os demais grupos exibiram valores
inferiores e muito proximos entre si, variando de 13,55% (CtF) a 15,25% (RtF), com o grupo
CtM registrando 14,42%
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Gréfico 03 - Area de inflamag&o do musculo Biceps Braquial
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Legenda: Grupos mdxSwM e mdxSwF com maiores percentuais de inflamacéo (a), em comparacdo com os demais
grupos (mdxCtM, mdxCtF, mdxRtM e mdxRtF) que mantiveram valores proximos entre si (b). Fonte: Autor
(2025).

Na analise da area inflamatoria do Diafragma (grafico 4), embora se observem variages
nos valores médios — com o grupo controle masculino (mdxCtM) apresentando a média mais
baixa (aprox. 10%) e os grupos de exercicio (mdxSwM, mdxSwF, mdxRtM, mdxRtF)
apresentando médias ligeiramente mais altas (entre 13,5% e 15%) —, essas diferencas ndo foram

suficientes para atingir significancia estatistica.

30



Grafico 04 - Area de inflamac&o no musculo Diafragma
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Legenda: gréafico de barras comparando a porcentagem da "Inflammatory area DIA" (Area Inflamatdria DIA) no
eixo Y, entre 0s seis grupos experimentais no eixo X. Os grupos submetidos a exercicios (b) obtiveram diferenca
estatistica em relagdo aos grupos controle sedentario (a). Fonte: Autor (2025).

5.3.2. Regeneracdo muscular (Nucleos Centrais)

A quantificacdo de fibras com nicleo central no BB (Gréfico 05) mostrou que 0 grupo
mdxRtM teve menor porcentagem significativa, enquanto o grupo mdxSwM teve maior
porcentagem significativa - ambos em relagdo ao grupo mdxCtM. A quantificacdo de fibras
com nucleo central no DIA (Grafico 06) demonstrou que todos os animais submetidos aos
protocolos de exercicio apresentaram aumento significativo no nimero de fibras musculares,
comparado aos grupos de animais sedentarios. No entanto, & observado um aumento nos grupos
mdxSwM e mdxRtF. Estes dados associados & alta inflamagéo sugerem um comprometimento
adverso do processo regenerativo destes grupos.
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Grafico 05 - Porcentagem de nucleos centrais no musculo Biceps Braquial
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Legenda: Gréfico de barras comparando a porcentagem de "Central nuclei BB" (NUcleos Centrais BB) no eixo Y,

entre 0s seis grupos experimentais no eixo X. O grupo dos machos submetidos ao treinamento resistido (b) tiveram

diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle sedentario macho (a). Fonte: Autor (2025).

Gréfico 06 - Porcentagem de nucleos centrais no masculo Diafragma
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Legenda: Gréfico de barras comparando a porcentagem de "Central nuclei DIA" (NUcleos Centrais DIA) no eixo
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Y, entre o0s seis grupos experimentais no eixo X. Os grupos submetidos a exercicios (b) obtiveram diferenca

estatistica em relacdo aos grupos controle sedentario (a). Fonte: Autor (2025).

Figura 06 - Histopatologia dos musculos
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v . r: < 8 . =
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Legenda: Cortes transversais de musculo esquelético corados com Hematoxilina e Eosina (H&E). (A) mdxCtM
(Controle Macho); (B) mdxSwM (Natacdo Macho); (C) mdxRtM (Resisténcia Macho); (D) mdxCtF (Controle
Fémea); (E) mdxSwF (Natacdo Fémea); (F) mdxRtF (Resisténcia Fémea). Observa-se maior frequéncia de nacleos
centrais e infiltrado inflamatério nos grupos masculinos, especialmente nos submetidos ao exercicio. Os grupos
femininos apresentam arquitetura muscular mais preservada, com menor evidéncia de dano degenerativo-
regenerativo cronico. Observa-se maior assimetria das fibras musculares da histopatologia do diafragma. Fonte:
Autor (2025).

6. DISCUSSAO
6.1. O sexo bioldgico como fator determinante nas diferencas patologicas

Os resultados deste estudo destacam o sexo bioldégico como um fator critico na
modulacéo da fisiopatologia da distrofia em modelos mdx, um achado que corrobora estudos
anteriores (Hermes et al., 2018). Conforme observado na maioria dos parametros funcionais e

séricos, as fémeas apresentaram um fenotipo consistentemente menos severo em comparagao
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com o0s machos, mesmo quando submetidas aos protocolos de exercicio.

A literatura atribui essa vantagem, em grande parte, ao papel protetor do estrégeno
(Tiidus et al., 2001). Este horménio é amplamente reconhecido por sua capacidade de modular
a resposta inflamatoria, proteger a integridade da membrana muscular contra lesdes
(especialmente a lesdo mediada por influxo de calcio) e reduzir o estresse oxidativo (Zorov,
Juhaszova & Sollott, 2014), proporcionando uma condicdo fisiologica mais favoravel ao
individuo.

Essa perspectiva é claramente ilustrada no Grafico 01, que demonstra o impulso de
sustentacdo ao final dos protocolos. Observa-se que 0s grupos femininos, com exce¢do de um,
alcancaram valores de forgca acentuadamente superiores aos seus pares masculinos. De fato, o
grupo mdxCtF (controle feminino) alcangou o maior desempenho funcional de todo o estudo,
superando inclusive o controle masculino (mdxCtM), o que se alinha com trabalhos que
demonstram uma preservacao da forca muscular em fémeas mdx (Hermes et al., 2018).

Uma observacdo crucial é a do grupo de natacdo feminino (mdxSwF). Embora tenha
apresentado um grande aumento em relagdo ao ponto inicial, seu valor final foi ligeiramente
inferior ao do controle masculino (mdxCtM). Este achado, no entanto, parece refletir com mais
precisdo o impacto da modalidade de exercicio, que pode ser excessiva. Estudos sobre
exercicios de alta intensidade ou longa duracdo, como a natacdo forcada, por vezes relatam
resultados ambiguos ou até deletérios no modelo mdx (Hyzewicz, Ruegg & Takeda, 2015).

Portanto, o desempenho funcional inferior do grupo mdxSwF (em relacdo a mdxCtM)
sugere que o estresse da natacdo pode ter sido deletério a ponto de mitigar parcialmente a
vantagem biol6gica feminina. Nos machos, por outro lado, 0 mesmo estresse (natacdo) ou o de
escalada agravaram severamente o desfecho funcional, reforcando a ideia de que os machos

mdx sdo mais suscetiveis ao dano muscular induzido pelo exercicio (Grounds et al., 2008).

6.2. As diferencas obtidas por modalidades de intensidades distintas
A literatura referencial frequentemente posiciona a natagdo como uma modalidade de
baixa a média intensidade, capaz de induzir efeitos benéficos, como a reducédo do infiltrado
inflamatorio e a promocéo da regeneracdo muscular (Matsakas et al., 2013; Frinchi et al., 2021).
Em contrapartida, o treinamento de resisténcia foi incluido como uma intervencdo de alta
intensidade, com potencial para agravar a patologia distréfica (Lindsay et al., 2019).
Surpreendentemente, os resultados funcionais (Grafico 01) ndo apenas falharam em

demonstrar um beneficio da natagcdo, como sugeriram um efeito adverso. Ambos 0s grupos de
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exercicio, mdxSwM e mdxRtM, apresentaram o pior desempenho no teste de forca, ficando
muito abaixo do grupo controle mdxCtM. Isso sugere que, para a funcdo muscular, ambas as
modalidades foram deletérias, independentemente da intensidade ou tipo de contragéo.

A complexidade aumenta ao considerar a duragdo dos protocolos. A natagdo, de menor
intensidade, foi prolongada (4 semanas), enquanto a escalada, de alta intensidade, foi curta (2
semanas). Essa diferenca temporal é crucial para interpretar os niveis séricos de CK (Grafico
02). O grupo mdxSwM, apesar de ter treinado pelo dobro do tempo, apresentou niveis de CK
significativamente mais baixos que o controle mdxCtM, e similares ao controle feminino
(mdxCtF).

6.3. A variacéo dos efeitos locais (BB) e sistémicos (DIA)

Uma das descobertas mais significativas deste estudo é a demonstracéo de que os efeitos
das intervencdes ndo sdo homogéneos, apresentando resultados divergentes - e por vezes
opostos - dependendo do musculo analisado. A literatura tem consistentemente apontado que a
patologia mdx progride de forma diferente entre musculos locomotores (fasicos) e musculos
respiratorios (ténicos) (Morgan et al., 2018). A comparacdo entre o biceps braquial (BB) e o
diafragma (DIA) é, portanto, fundamental para compreender a complexidade da doenca e do
impacto do exercicio.

O contraste mais evidente foi observado nos marcadores inflamatorios. No mdsculo BB
(Grafico 03), tanto a natacdo quanto o treinamento resistido induziram um estatisticamente
significativo efeito anti-inflamatorio, reduzindo a area inflamatéria em mais da metade em
comparagdo com o grupo controle masculino (mdxCtM). Este achado corrobora estudos que
demonstram a capacidade do exercicio moderado em modular a resposta de macréfagos M1/M2
em masculos distréficos (Dumont et al., 2018; Frinchi et al., 2021), sugerindo que, localmente,
o exercicio foi capaz de modular beneficamente o ambiente inflamatério crénico.

Exatamente o oposto foi observado no DIA (Grafico 04). Neste masculo, ndo apenas
falhou-se em observar um efeito anti-inflamatério, como os grupos submetidos ao exercicio
apresentaram as maiores médias de inflamacdo. O diafragma mdx j& opera em um estado de
sobrecarga cronica, com inflamac&o e fibrose severas (Kharraz et al., 2014; Radley & Grounds,
2006). Os nossos dados sugerem que o estresse sistémico do exercicio pode sobrecarregar ainda
mais o musculo respiratorio, potencialmente agravando seu estado inflamatorio.

A mesma divergéncia foi encontrada nos marcadores de cronicidade da lesdo (nucleos

centrais). No BB (Grafico 05), o protocolo de resisténcia (mdxRtM) foi o Unico que levou a
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uma reducdo significativa da porcentagem de nucleos centrais em relacdo ao controle
(mdxCtM). Uma reducdo em nucleos centrais € frequentemente interpretada como uma
atenuacéo do ciclo de lesdo-regeneracao e uma maior estabilizacdo da fibra muscular (Dubowitz
et al., 2013; Grounds et al., 2020). Em contraste, no DIA (Gréfico 06), todos os protocolos de
exercicio induziram um aumento estatisticamente significativo no numero de fibras com nucleo
central, quase dobrando os valores vistos nos controles sedentérios. Este aumento no DIA é um
forte indicador de exacerbacdo da patologia, refletindo um ciclo fatil de leséo e regeneragdo
que é caracteristico de um fenotipo grave (Morgan et al., 2018).

Em conjunto, estes dados demonstram que uma intervencéo sistémica (exercicio) pode
ter efeitos diametralmente opostos no mesmo animal. Enquanto a escalada pareceu ter um efeito
estabilizador e anti-inflamatdério no musculo locomotor (BB), o contrario ocorreu no musculo
diafragma (DIA), onde ambas as formas de exercicio exacerbaram o processo inflamatorio.

Isso indica que o diafragma é particularmente vulneravel ao estresse adicional imposto
pelo exercicio, levantando questdes criticas sobre a seguranca de intervencdes sistémicas para

a funcdo respiratoria (Frinchi et al., 2021).

7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo conduzem a uma conclusdo central e
inesperada: 0 sexo bioldgico mostrou-se um fator determinante mais significativo para o
fenotipo distréfico do que a modalidade de exercicio fisico aplicada. Esta descoberta alinha-se
com a literatura que evidencia o papel protetor do estrégeno na distrofia muscular (Grounds et
al., 2008; Tildus, 2001).

Conclui-se, portanto, que os protocolos de natacdo e resisténcia, nas intensidades e
duracBes aqui empregadas, ndao sdo apropriados como terapias Unicas para a Distrofia Muscular
de Duchenne, devido ao alto risco de agravar a patologia respiratoria. No entanto, o valor deste
trabalho reside justamente na caracterizacdo desses resultados aqui obtidos, que sdo para tracar
novos caminhos de pesquisa.

Os protocolos de exercicio que se mostraram deletérios, especialmente para o
diafragma, podem agora ser utilizados como um "modelo de desafio™” ou "agravamento”. Em
vez de esperar meses pela progressdo natural da doenga, futuros estudos podem usar este
protocolo de exercicio para induzir um dano acelerado, permitindo testar a eficacia protetora de
novos farmacos em um curto espago de tempo. Para o desenho de terapias combinadas, os dados

gue mostram um efeito benéfico no BB (anti-inflamatdrio) e um efeito deletério no DIA (pro-
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regenerativo/lesivo) fornecem um roteiro claro. Abre-se a perspectiva de acoplar um protocolo
de exercicio leve a um tratamento medicamentoso (como um anti-inflamatério ou protetor de
membrana) que vise especificamente proteger o diafragma da sobrecarga induzida pelo

exercicio, por exemplo.
Dessa forma, este estudo, ao demonstrar efeitos de diferentes exercicios, fornece

ferramentas para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais seguras e eficazes.
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ANEXO - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UNIFAL-MG)

MINISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG

E Lei ni 11 154, de 28 de julho de 2005 E

Comissdo de Etica no Uso de Animals - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada COMPARACAO DO EFEITO DA
NATACAO E DO TREINAMENTO DE RESISTENCIA EM CAMUNDONGOS MUTANTES

DISTROFICOS MACHOS E FEMEAS, registrada com o n® 0023/2024, sob a responsabilidade de
Tulio de Almeida Hermes, que envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de
01/12/2024 a 30/11/2026, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Espécie/linhagem/raca |Total de animais|Total de machos|Total de fémeas Origem
Roedor [ C57bl/10sccr 42 21 21 Biotéric do departamento de anatomia
Roedor / C5ThI/10-dmdmedx |42 21 21 Biotéric do departamento de anatomia

Alfenas, 15 de Dezembro de 2025

Prof{a). Dr{a). Lisandra Brandino de Oliveira
Coordenadoria) do CEUA/UNIFAL - MG

Para verificar aulesticilade aceese: hitg: sivioms wnifal mg ede brfaps/oenadmenticdad ecertificados « dighe a charve- h3ddThShiR {340 20 302630067 dbd



	8157b226b01805653bafaaa40745c2b736f5cf0a3cddee24666b20939fc018fb.pdf
	74a5b5f61a0e94d2372d7d80978c9864823500457b02ea82497e3212c1b6b435.pdf

	052d94941a6653eaebfc9580dd06be3314a7b61ba8fce7f99c90200a420154a7.pdf
	Documento sem título
	EFEITOS DO TREINAMENTO DE NATAÇÃO E RESISTÊNCIA NOS MÚSCULOS DIAFRAGMA E BÍCEPS BRAQUIAL DE CAMUNDONGOS DISTRÓFICOS MACHOS E FÊMEAS 

	8157b226b01805653bafaaa40745c2b736f5cf0a3cddee24666b20939fc018fb.pdf

