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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga genética neuromuscular e
progressiva, que acomete 1,3 para cada 10.000 meninos nascidos vivos. Distirbios na
biogénese e bioenergética mitocondrial, combinados com estresse oxidativo, influxo
exacerbado de ions cdlcio, processo inflamatério e alteracdes na via da autofagia,
desempenham papéis fundamentais no comprometimento das fibras musculares de pacientes
com DMD. Tanto a fotobiomodula¢cao por diodo emissor de luz (LED), quanto o tratamento
com o antioxidante Idebenona sdao conhecidos por estimular o transporte de elétrons
mitocondriais, além de exercerem atividade sobre inflamacgdo, estresse oxidativo e canais de
célcio. Diante do exposto, levantamos a hipdtese que o tratamento em combinacdo das
terapias de fotobiomodulagdo e antioxidante podem apresentar potencial efeito benéfico sobre
o fendtipo da fibra muscular distréfica. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo
analisar “in vitro” e “in vivo” os efeitos da terapia combinada de Idebenona e LED sobre as
fibras musculares distréficas de camundongos mdx, modelo experimental da DMD. No estudo
“in vitro” foi analisada a combina¢ao da LEDterapia (LEDT) no comprimento de onda de 850
nm e da Idebenona na dose de 0,06uM sobre as culturas primarias de células musculares de
camundongos mdx. Apds 24 e 48 horas do tratamento, foram analisados a citotoxicidade
celular; quantificagcdo de fons de cdlcio; andlise do estresse oxidativo; quantificacdo de
proteinas associadas a vias mitocondriais, transporte e tamponamento de cdlcio e marcadores
de autofagia por Western Blotting e reguladores de diferenciacdo celular por PCR real time.
Para o estudo “in vivo” foram utilizados camundongos mdx, com 14 dias de vida pds-natal,
submetidos a aplicagdo da luz LED no terco médio do miusculo quadriceps femoral
(3x/semana) e tratados com Idebenona (200mg/kg, diariamente) por um periodo de duas
semanas. ApoOs o tratamento, o musculo quadriceps femoral foi retirado e utilizado para
andlises morfoldgicas, bioquimicas e moleculares. O tratamento com Idebenona e LEDT tanto
isolados quanto combinados, ndo demonstraram efeitos citotdxicos nas células musculares
distréficas. Em relagdo as vias do cdlcio, apds o tratamento com Idebenona e LEDT, houve
reducdo significativa do conteido de cdlcio intracelular; calpaina 1, calsequestrina e
sarcolipina. Além disso, foi observada uma reduc¢do significativa dos marcadores de estresse
oxidativo (H202; 4-HNE; Lipofuscina e DHE). Em relagdo as vias de sinalizagdo
mitocondrial, foi observado um aumento significativo na capacidade oxidativa (pelos niveis
de OCR e OXPHOS). Além disso, os niveis de PGC-la, SIRT-1 e PPARo foram

significativamente maiores nas células musculares distroficas tratadas com Idebenona mais



LEDT. Os tratamentos também modularam a autofagia através da regulacdo de (SQSTMI,
Beclin e Parkin) e as vias de sinalizacio (AMPK e TGF-f). Concomitantemente, os
tratamentos melhoraram a capacidade regenerativa reduzindo a degeneragdo muscular;
regulando positivamente os niveis de miogenina e MHC-slow; e diminuindo os niveis de
MyoD e MHC-fast. Os resultados obtidos demonstraram que a Idebenona e LEDT apresentam
efeitos benéficos sobre as fibras musculares distréficas. Esses achados ilustram a potencial
eficicia do tratamento com Idebenona e LEDT como uma terapia adjuvante na recuperacao

muscular do paciente distréfico.

PALAVRAS-CHAVE: Diodos emissores de luz, antioxidantes, camundongos endogamicos

mdx, Distrofia Muscular de Duchenne.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a progressive neuromuscular genetic disease
that affects 1.3 for every 10,000 live births. Disturbances in mitochondrial biogenesis and
bioenergetics, combined with oxidative stress, exacerbated influx of calcium, inflammatory
process and changes in autophagy play key roles in the impairment of muscle fibers in
patients with DMD. Light emitting diode therapy (LEDT) photobiomodulation and treatment
with antioxidant Idebenone are known to stimulate mitochondrial electron transport, in
addition to exerting activity on inflammation, oxidative stress and calcium channels. In this
way, we hypothesize that the treatment of photobiomodulation in combination with
antioxidants may have a potential beneficial effect on the dystrophic muscle fiber phenotype.
Therefore, the present study aimed to analyze “in vitro” and “in vivo” effects of the combined
therapy of Idebenone and LED on dystrophic muscle fibers of mdx mice, an experimental
model of DMD. In the “in vitro” study, a combination of LED therapy (LEDT) at a
wavelength of 850 nm and Idebenone at a dose of 0,06uM was conducted on primary cultures
of muscle cells from mdx mice. After 24 and 48 hours of treatment, the following tests were
performed: cell cytotoxicity assays; quantification of calcium ions; analysis of oxidative
stress; quantification of proteins associated with mitochondrial pathways, calcium transport
and buffering, autophagy markers by Western Blotting and cell differentiation controllers by
real time qPCR. For the "in vivo" study, mdx mice were used with 14 days after birth,
approved for the application of LEDT light in the middle third of the quadriceps muscle
(3x/week) and treated with Idebenone (200mg/kg, daily) for a period of two weeks. After
treatment, the quadriceps muscle was removed and used for morphological, biochemical,
molecular and genetic analyses. Treatment with LEDT and Idebenone did not demonstrate
cytotoxic effects on dystrophic muscle cells. Regarding calcium pathways, there was a
significant reduction in intracellular calcium content; calpain 1, calsequestrin and sarcolipin
after treatment with LEDT and Idebenone. In addition, a significant reduction in oxidative
stress level markers such as H2O2 and 4-HNE levels was observed. Regarding mitochondrial
signaling pathways, a significant increase in oxidative capacity (by OCR and OXPHOS
levels) was observed. Furthermore, PGC-1a, SIRT-1 and PPARS levels were significantly
higher in dystrophic muscle cells treated with Idebenone plus LEDT. Treatment with
Idebenone and LEDT also modulated autophagy by increasing autophagy markers
(SQSTMI, Beclin and Parkin) and signaling pathways (AMPK and TGF-f). Concomitantly,
the treatment combination improved regenerative capacity by reducing muscle degeneration;

up-regulated myogenin and MHC-slow levels; and down-regulated MyoD and MHC-fast



levels. These results showed that Idebenone and LEDT have beneficial effects on dystrophic
muscle fibers. These findings illustrate the potential efficacy of treatment with LEDT and

Idebenone as an alternative therapy in muscle recovery in dystrophic patients.

KEYWORDS: Light-emitting diodes, antioxidants, mice inbred mdx, Muscular Dystrophy

Duchenne.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca genética neuromuscular,
recessiva ligada ao cromosso X, com prevaléncia estimada entre 1,3 para cada 10.000
nascidos vivos do sexo masculino (RYDER et al., 2017; ROMITTI et al., 2015; MOAT et al.,
2013), caracterizada por alteragcdes musculares que apresentam graus varidveis de atrofia,
hipertrofia, mionecrose, regeneracio e fibrose endomisial (MAH et al., 2016; BLAKE et al.,

2002).

A DMD € causada por mutagdes no gene da distrofina, que é o gene mais longo no DNA
humano, constituido de 79 exons, responsdvel por codificar a proteina distrofina de 427 kDa
(TENNYSON et al., 1995; AHN et al., 1993). No musculo esquelético e cardiaco, a distrofina
fornece um importante papel estrutural, por ser um dos componentes do complexo distrofina-
glicoproteina (CDG), que ancora o citoesqueleto celular a matriz extracelular, o que da
estabilidade mecanica para os movimentos de contracdo e relaxamento dos midcitos (Fig. 1).
(SCIANDRA et al., 2003; BROWN et al., 1999). A ocorréncia de dele¢des ou mutagdes
pontuais resulta na perda da expressdao ou mal funcionamento da proteina distrofina, o que
acarreta a instabilidade no CDG pela perda da conexdo entre o citoesquesleto com a matriz
extracelular, desestabilizando o sarcolema durante o movimento de contracdo muscular
(BOGDANOVICH et al., 2004; BIGGAR et al., 2002). Desta forma, ocorrem rupturas no
sarcolema durante as tensdes de cisalhamento mecanico, permitindo assim, o influxo
exacerbado de fons de cdlcio para o meio intracelular, ativacdo de proteases enddgenas
extravasamento da enzima creatina-quinase (CK) e necrose da fibra muscular

(BOGDANOVICH et al., 2004; BIGGAR et al., 2002).
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Figura 1: Esquema simplificado do complexo proteico associado a distrofina (CDG). Fonte: Adaptado de
MCGREEVY et al., 2015.

Os sinais clinicos iniciam-se geralmente em torno de 2 a 3 anos de idade, quando os
musculos das extremidades inferiores comecam a enfraquecer, sendo observado que a criangca
apresenta dificuldades ao tentar subir e descer escadas, quedas frequentes, caminhadas sobre
as pontas do pés e sinal de Gower’s (quando a crianga escala o proprio corpo para manter-se
na posicdo bipede) (BIRNKRANT et al., 2018). Progressivamente, os musculos distais e 0s
membros superiores vao enfraquecendo e com a idade os sintomas tornam-se mais
proeminentes. No inicio da adolescéncia, os pacientes geralmente sdo dependentes de cadeira
de rodas (RYDER et al, 2017). Com a evolu¢do da doenga, os pacientes distréficos
apresentam cardiomiopatia dilatada (DCM), arritmias e fibrose extensa, levando-os a 6bito
por volta da segunda década de vida, devido a problemas cardiorrespiratérios (BIRNKRANT
et al., 2018; MCNALLY et al., 2015).

O tratamento para a DMD ¢é baseado em trés estratégias terapéuticas principais: terapias
génicas, terapias celulares (transplantes de mioblastos e células-tronco) e farmacolégicas. A
primeira abordagem € vantajosa, por atuar na tentativa de corrigir a falta da distrofina,
especialmente quando iniciadas precocemente, baseando-se em tecnologias de restauracido do
codon de parada prematura e na tecnologia Exon Skipping (McDONALD et al., 2018;
SIDDIQUI & SONENBERG, 2016). Porém ela acaba enfrentando diversas dificuldades
bioldgicas e técnicas que incluem, por exemplo, a falta de especificidade na transferéncia dos
genes. Além disso, por ser destinada a mutagdes especificas, seu custo € elevado e ndo atende

toda a comunidade.

A terapia celular consiste no transplante de mioblastos e células troncos na tentativa de
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repor as fibras musculares degeneradas; no entanto, ela apresenta também algumas
dificuldades com relagdo a pouca dispersao das células injetadas, rejeicdo imunoldgica e a

escolha da linhagem celular (ICHIM et al., 2010).

A abordagem farmacolégica, por sua vez, € paliativa e inclui a administracdo de
glicocorticéides. No entanto, o uso prolongado desses medicamentos pode produzir diversos
efeitos colaterais, como: reducdo da captacdo e utilizacio da glicose, aumento da
gliconeogénese, ganho de peso, retardo de crescimento, glaucoma, mudancgas
comportamentais, puberdade tardia e desmineralizacdo 6ssea (ANDREWS et al., 2018;
BUSHBY et al., 2010; BALABAN et al., 2005). Desta maneira, novos estudos envolvendo a
terapia farmacoldgica sdo fundamentais, no sentido de prolongar a mobilidade e melhorar a

qualidade de vida do paciente distréfico com menos efeitos colaterais possiveis.
1.2 Modelo experimental da DMD: camundongo mdx

Para elucidar a patogénese da DMD e avaliar a eficicia de novas terapias, s@o
realizados estudos pré-clinicos que utilizam de modelos animais com alteracdes genéticas
homoélogas ao gene defeituoso da DMD, tais como: Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Sapje zebrafish, diferentes racas de caes e gatos, suinos e camundongos. Cada
modelo apresenta suas vantagens e desvantagens, dependendo do que se pretende avaliar

(ZAYNITDINOVA et al., 2021).

O modelo tradicional para pesquisas relacionadas a DMD é o camundongo da
linhagem C57BL/10-Dmd™*/PasUnib (X chromosome-linked muscular dystrophy), que
surgiu através de uma mutacdo espontdnea da colonia de camundongos
C57BL/10ScSn/PasUnib, no exon 23, que resultou na auséncia da proteina distrofina
(MCGREEVY et al, 2015; DE LUCA et al., 2012). Foi observado que esses animais
apresentam elevados niveis de CK, que € uma enzima pardmetro de lesdo muscular quando
alterada (BULFIELD et al., 1984) e intenso infiltrado inflamatério nas dreas de mionecrose

(MCGREEVY et al., 2015).

Embora os camundongos mdx e os pacientes distréficos apresentem genes homologos,
a evolucdo da doenca € diferente entre eles. Os camundongos mdx apresentam um fendtipo
mais brando quando comparado a humanos, devido ao aumento da expressao da utrofina, que
¢ semelhante em estrutura e funcdo a distrofina, e elevada capacidade de proliferacdo das

células satélites para o reparo de fibras danificadas (MCGREEVY et al., 2015).

Neste modelo, os musculos apresentam diferencas na intensidade da distrofinopatia.

Entre o 14° e 21° dia de vida pds-natal, a porcentagem de fibras degeneradas é muito baixa,
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sendo este periodo caracterizado como estado pré-necrético (MINATEL et al, 2003;
PORTER et al., 2003). Por volta do 21° e 28° dias de vida pds-natal, observa-se extensa drea
de necrose, principalmente nos musculos dos membros, considerado este o periodo necrético.
Essa fase € excelente para estudos de tratamentos que tem como objetivo prevenir ou reduzir a
mionecrose (RADLEY & GROUNDS, 2006). Entre o 35° e 90° dias a necrose atinge seu
apice, com um nuimero elevado de fibras com niicleos centrais (indicativo de degeneracao),

considerado entdo periodo pds-necrético (STEDMAN et al., 1991).

Embora os camundongos mdx apresentem diferencas no quadro clinico e na
fisiopatologia quando comparados com pacientes distréficos, eles sdo considerados um
excelente modelo pré-clinico, sendo amplamente utilizado em pesquisas cientificas para
compreensdo dos mecanismos envolvidos na distrofia muscular, além da maior
disponibilidade e baixo custo, favorecendo no desenvolvimento de novas terapias adjuvantes

na DMD (GROUNDS, 2008).
1.3 Fisiopatogénese

Como nosso estudo aborda sobre a agdo terapéutica nos mecanismos secunddrios da
DMD, nesse tépico serdo elucidados a correlacdo dessas alteragdes com a progressdo da

doenca.

Virias hip6teses tentam explicar os mecanismos que levam a degeneracdo muscular
progressiva em pacientes distréficos; dentre elas podemos destacar: (1) instabilidade
mecdanica; (2) alteragdes nos canais de célcio; (3) aumento das espécies reativas de oxigénio;
(4) processo inflamatdério exacerbado; (5) disfuncdo mitocondrial; (6) desregulacdo da

autofagia, como demonstrado na Fig. 2.
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Figura 2: Representacio esquematica das alteracées fisiologicas na distrofia muscular de Duchenne. No
musculo sauddvel, a distrofina fornece suporte estrutural para o sarcolema, impedindo que o excesso de célcio
extracelular entre no citosol e nas mitocondrias e também fornece um ponto de ancoragem para microtibulos e
citoesqueleto de actina. Na DMD, as mutagdes da distrofina desestabilizam o sarcolema levando a lesdes durante
as contracdes e consequente alteracdes nas vias de sinalizacdo. Fonte: Adaptado de BELLISSIMO et al., 2022.

Considerando que a distrofina tem um importante papel estrutural, a sua deficiéncia ou
auséncia torna o sarcolema instavel, susceptivél a lesdo durante os ciclos de relaxamento e
contragdo muscular (CHAKKALAKAL et al., 2005). Em consequéncia, ocorrem rupturas no
sarcolema que alteram o fluxo de substancias do meio intracelular e extracelular; permitindo o
extravamento da CK e o influxo intensificado de ions de calcio (ENGEL, 1994). Desta forma,
a CK se torna um importante biomarcador de lesao muscular em ensaios pré-clinicos, tanto

em camundongos mdx quanto em humanos (BURDI et al., 2009; DE LUCA et al., 2008).

O influxo exacerbado dos fons de célcio na fibra muscular se da tanto pela lesdo do
sarcolema, como mencionado, como pela alteracdo dos canais de cédlcio que encontram-se
comprometidos na DMD (BARONE et al., 2015). Além disso, a atividade da Sarco/reticulo
endoplasmiatico Ca**-ATPase (SERCA) encontra-se alterada nas células distréficas, o que
compromete a remogdo do Ca®** citosélico (TUPLING, 2009; PERIASAMY &
KALYANASUNDARAM, 2007). Desta forma, ocorrem sobrecargas das mitocondrias com
consequente aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e reducdo da sintese de
adenosina trifosfato (ATP), ativagdo de proteases calcio-dependentes, como por exemplo as
calpainas e ativacdo de fosfolipases A2, enzimas que digerem os fosfolipideos da membrana
(WHITEHEAD et al., 2006; GISSEL 2005). Em conjunto, essas alteragdes levam a apoptose
celular e a degeneragdo da fibra muscular (VANLANGENAKKER et al., 2008; GISSEL
2005).
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Foram observados também em pacientes e modelos experimentais distréficos
alteracdes bioquimicas que sdo caracteristicas de lesdo oxidativa (PETRILLO et al., 2017;
RAGUSA et al., 1997), indicadas por aumento da excre¢do do 8-hidroxy 2’-deoxyguanosine,
indicativo de lesdao oxidativa no DNA (HAUSER et al., 1995); aumento da expressao de
enzimas antioxidantes (MATSUMURA et al., 2013); alteracdes de carbonilas e lipidios,
indicados pelo aumento de malondialdeido e isoprostanos (WILSON et al, 2017);
carbonilacdo elevada de proteinas (TERRILL et al., 2016); e acimulo de lipofuscina,
indicando um ciclo de dano oxidativo na DMD (NAKAE et al., 2004).

Embora na DMD as enzimas antioxidantes estejam elevadas, o sistema antioxidante
ndo consegue restabelecer o equilibrio do organismo. Desta forma, pesquisas vém
investigando diferentes tratamentos utilizando antioxidantes na prevencdo da doenga, o que
téem demonstrado resultados promissores para o tratamento da distrofia muscular, (SILVA et
al., 2021; MIZOBUTI et al, 2019; MANCIO et al., 2017; NAKAE et al, 2012;
WHITEHEAD et al., 2008).

Vale ressaltar que as espécies reativas de oxigénio, além de provocarem danos
oxidativos também podem contribuir com o processo inflamatério distréfico e consequente
perda muscular, por estarem relacionadas a ativacao do fator de transcri¢ao nuclear (NF-«xB)
(LANGEN et al., 2001), responsdvel por expressdo de genes pré-inflamatérios e sintese de
citocinas (ALICJA et al., 2021); além de aumentar também a atividade do sistema ubiquitina-
proteassoma, o qual promove a degradacgdo proteica e a fraqueza muscular (LJUBICIC et al.,

2014).

Misculos distréficos de camundongos mdx apresentam elevado conteido de
neutréfilos, provavelmente em decorréncia de continuas mionecroses (TERRILL et al., 2016);
e um grande numero de mastécitos (RADLEY & GROUNDS, 2006), que sdo responsaveis
pela liberacdo de mediadores quimicos (histamina e a citocina pro-inflamatéria TNF), que sdo
rapidamente liberados em resposta a lesdo e promovem a necrose de fibras distroficas

(TIDBALL et al., 2018).

O aumento dos niveis de TNF no musculo distréfico € de grande interesse, por estar
relacionado com o processo de mionecrose. Estudos que utilizaram diferentes abordagens
terapéuticas que demonstram a reducao dos niveis de TNF, que consequentemente preveniram

a mionecrose (SILVA et al., 2021; DE CARVALHO et al., 2018; HODGETTS et al., 2006).

Os macrofagos sdao outro tipo de células inflamatérias que desempenham papéis

importantes nos estagios iniciais e posteriores da regeneracdo muscular (TIDBALL et al.,
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2018). Eles sdo classificados como M1 (pré-inflamatérios) e M2 (anti-inflamatérios). Os
macréfagos M1, sdo essenciais para os eventos iniciais de fagocitose, remodelacdo da matriz
extracelular (MEC) e miogénese, com a formacdo de miotubos; e macréfagos M2, sdo
essenciais para a maturacdo das novas miofibras e para melhorar o processo regenerativo
(TIDBALL et al., 2018). No entanto, essa distin¢do € complicada em musculos distréficos,
nos quais hd intensa mionecrose e regeneragao, resultando em desequilibrio nas populacdes de

macrofdgos e consequente degeneracio (DADGAR et al., 2014).

Em conjunto com os mecanismos citados acima, a disfun¢do mitocondrial € outro fator
responsdvel pela fraqueza muscular na DMD (BURELLE et al., 2010). Sao descritas
importantes alteracdes metabdlicas envolvidas no ciclo de Krebs de camundongos mdx e de
pacientes distréficos, nos quais encontram-se reduzidos os niveis de citrato, cis aconitato,
alfa-cetoglutarato, succinato e malato, observando uma consequente reducdo de ATP
(LINDSAY et al., 2019), além de encontrar-se reduzido o nimero de mitocondrias (TIMPANI
et al., 2015).

Um dos mecanismos propostos para o colapso do metabolismo energético celular na
DMD esta relacionado com a via do cdlcio que, em condi¢gdes patoldgicas, leva a uma geracao
acelerada de EROs, abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial e
sobrecarga mitocondrial (GAGLIANONE et al, 2019). Desta forma, as alteragdes
mitocondriais acabam sendo importantes contribuintes para a lesao muscular na DMD e

servem como potenciais alvos para novas intervencoes terapéuticas (BURELLE et al., 2010).

Estudos anteriores mostraram que a superexpressdo do co-ativador-lo de receptor
gama ativado por proliferador de peroxissoma (PGCIl-a) pode proteger os musculos mdx,
estimulando a biogénese mitocondrial, melhorando a captacdo de Ca®* e aumentando o

processo de autofagia (GODIN et al., 2012; HANDSCHIN et al., 2007).

O PGC-1a ¢ um regulador da biogénese mitocondrial encontrado em vérios tecidos,
(HANDSCHIN & SPIEGELMAN, 2006); sua ativacdo € regulada pelos proliferadores de
peroxissomas (PPARs), proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina 5' (AMPK) e
Sirtuina 1 (SIRT1) (CANTO & AUWERX, 2009), sendo responsavel pela modulagdo de
diferentes vias, incluindo ions calcio, EROs e citocinas (FINCK et al., 2006; PUIGSERVER
& SPIEGELMAN, 2003).

Foi demonstrado em estudos anteriores os efeitos benéficos da regulacdo positiva de
PGC-la em camundongos mdx, indicando que o PGC-la estd ligado a resposta anti-

inflamatéria e antioxidante (SUNTAR et al., 2020; KIM et al., 2011). Recentemente, nosso
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grupo de pesquisa também relatou a correlag@o entre niveis elevados de PGC-1a e a redugao
nos niveis de TNF e NF-kB no musculo distréfico tratado com o antioxidante Tempol
(SILVA et al., 2021). Além disso, os niveis elevados de PGC-10 também foram associados a
reducdo do estresse oxidativo, associados a melhora do fendtipo distréfico (SILVA et al.,

2021).

O AMPK também tem um papel crucial na orquestra das vias de sinalizacdo para a
regulacdo das alteracdes mitocondriais, incluindo o processo de autofagia, que permite a
renovacao das mitocondrias danificadas (XIA et al., 2021). Alguns estudos também sugerem
que a via autofdgica € insuficiente nos musculos distréficos e que a restauracdo dessa via
recupera a funcio e diminui o dano muscular. (NG et al., 2023; LJUBICIC et al., 2013;
PAULY et al., 2012).

A via autofagica compreende uma série de etapas sequenciais altamente organizadas,
responsaveis pelo recrutamento e degradacdo de proteinas defeituosas e pela reciclagem dos
produtos de decomposi¢ao, sendo essencial para os processos de geragdo/consumo de energia
e renovacdo de macromoléculas nos musculos esqueléticos (XIA et al., 2021). A autofagia
anormal nos musculos resulta em alteracdes celulares, como dano mitocondrial, estresse do
reticulo endoplasmaético, prejuizo na renovacdo da proteina sarcomérica e morte celular,
acarretando no desenvolvimento de vdrios tipos de doencas do misculo esquelético

(BONALDO & SANDRI, 2013).

Em camundongos mdx foi relatado que a ativacdo da AMPK estimulou a autofagia,
levando a eliminagdo de mitocOndrias danificadas e a melhora da funcdo do misculo
diafragma (PAULY et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que a estimulac¢do cronica da
AMPK levou a alguns efeitos benéficos no musculo esquelético de modelos experimentais de
DMD, incluindo a reducio da fragilidade do musculo esquelético e a indu¢do da miogénese

(THOMSON, 2018; LJUBICIC & JASMIN, 2013).

A ativacdo da AMPK, induz a autofagia no musculo esquelético através de dois
mecanismos: regulacdo negativa da rapamicina em mamiferos (mTOR) e ativagdo do ULK1
(Unc-51-Like Kinase 1, um mamifero ortélogo de Atgl) por fosforilacdo direta (WANG et
al., 2020).

A regulacdo positiva da mTOR estd relacionada a resposta aos fatores de crescimento,
aminodcidos, ATP e estresse. Quando a mTORCI € suprimida pela falta desses nutrientes ou
pelo estresse, promove a autofagia, através da regulacdo negativa do complexo de iniciagdo

macromolecular mediado pelo gene ATG13 (DE PALMA et al., 2014).
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Virios estudos também demonstraram que a autofagia estd sob a influéncia de
multiplos fatores de transcricdo, como TGF-f3 e NF-kB (XIA et al., 2021). O TGF- tem um
papel importante na regulacdo da massa muscular, proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos;
também foi relatado por ativar a autofagia (LEE et al., 2010; SCHABORT et al., 2009). Em
relacdo ao NF-«kB, este fator pode tanto estimular quanto inibir a autofagia: por exemplo, a
sinalizagdo do NF-kB pode ativar mTOR e promover a expressdo de inibidores de autofagia
como como Bfl-1/A1 (um membro da familia Bcl-2 e um parceiro de ligacaio BECLINT1), ou
estimular a autofagia, através da sinalizacdo de citocinas pré-inflamatérias que ativardo os

genes (BECLINI1, LC3B e ATG-5) responsaveis pele processo autofagico (XIA et al., 2021).

Dentre as proteinas relacionadas com a autofagia em mamiferos, a LC 3, proteina
homéloga ao ATGS8, é um importante marcador de autofagia envolvido na formacdo de
autofagossomos (KLIONSKY et al., 2016). A conjugacdo da LC 3 com outras proteinas ATG
resulta na sua forma lipidada (LC 3-II), que estd presente durante a fase ativa do processo

autofagico (MIZUSHIMA et al., 2008).

Foi demonstrado que os niveis de LC 3 apresentaram-se diminuidos nos camundongos
distréficos (DE PALMA et al., 2012). Esses achados fornecem a primeira evidéncia de que a
via autofagica € essencial para a atividade normal e que alteracdes excessivas ou defeituosas
no processo de autofagia levam a distrofias musculares. Isso sugere ainda que os ativadores da
autofagia poderiam servir como alvos potenciais para o tratamento de distrofias musculares

(GRUMATI et al., 2012, 2011).
1.4 Fotobiomodulacao

A terapia por fotobiomodula¢do (FBM), consiste na aplicacdo de luz com a finalidade
de promover a reparagdo tecidual, diminuir a inflamagdo e produzir analgesia, geralmente
usando uma fonte de luz de baixa poténcia (laser ou LED) (DE FREITAS & HAMBLIM,
2016). O termo fotobiomodulagdo ji teve mais de 60 outros nomes na literatura cientifica,
como por exemplo; terapia de laser de baixa intensidade (MESTER et al., 2013). No entanto,
atualmente foi sugerido o uso do termo FBM, por remeter a efeitos terapéuticos que podem,
em algumas circunstincias, ser devido a efeitos de inibi¢do, bem como aos efeitos de

estimulagdo (HEISKANEN & HAMBLIN, 2018).

O dispositivo laser revolucionou tremendamente o campo da medicina apds sua
criagdo por Theodore H. Maiman em 1960, que ampliou o espectro de modalidades
terapéuticas (PATIL et al., 2008). Os tipos de laser comumente empregados na medicina sdo:

Rubi (694 nm), Nd:YAG (1064 nm), Er:YAG (2940 nm), diodo (630-980 nm), argdnio (350—
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514 nm), CO2 (10.600 nm) e corante bombeado (504—690 nm), dos quais emitem radiacdao do
tipo colimada (ou seja, as ondas possuem a mesma direcdo e a luz € paralela e concentrada) e
coerente (as ondas eletromagnéticas apresentam a mesma frequéncia e direcdo) (AZADGOLI

& BAKER, 2016).

Mais tarde, em 1990, os diodos emissores de luz (LEDs) foram implementados. Os
LEDs sdo fontes de radiacdo que emitem radiagdo monocromdtica, ndo colimadas ou
coerentes e podem ser utilizados para fototerapia com comprimentos de ondas que variam de
menos de 390 nm (ultravioleta) at¢ 1200 nm (no espectro infravermelho) (SCHUBERT &
KIM, 2005). Semelhante aos lasers de baixa poténcia, os LEDs também podem induzir efeitos

de bioestimulacao (EMELYANOV & KIRYANOVA, 2015).

Os efeitos bioldgicos induzidos pela radiacdo da FBM, sao iniciados pela absorcdo de
energia de fotons incidentes por croméforos enddgenos (também chamados de
fotorreceptores), que mudam seu estado de energia de fundamental para excitado. Como os
estados excitados s@o instdveis, ele decai de volta para o estado fundamental, transferindo o
excesso de energia para outras moléculas, o que leva a um conjunto de processos bioldgicos,
como aumento da transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria, oxidagdo de NADH,
producdo de radicais livres e alteracdo da for¢a motriz protdnica e aumento do potencial de

membrana mitocondrial (DA SILVA et al., 2023).

O principal fotorreceptor para a luz visivel e infravermelha (700-1100 nm) é a
citocromo c¢ oxidase (CCO) (complexo IV da cadeia respiratéria nas mitocondrias)
(HAMBLIN, 2018). Ademais, sdo relatados também outros fotorreceptores encontrados em
diferentes tecidos, tais como as flavinas e flavoproteinas, que podem absorver luzes verde-
azuladas (400-550 nm); porfirinas, que absorvem luzes amarelo-vermelhas (560—700 nm); e
opsinas, que absorvem luzes ultravioletas (380-560 nm) (CHEN et al., 2022; BUHR et al.,
2019). A Fig. 3 mostra a absor¢do de radiacdo pelos fotorreceptores, por diferentes

parametros de irradiacao.
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Figura 3: Fotorreceptores endégenos de FBM. Fonte: Adaptado de HAMBLIN, 2017.

As aplicacdes terapéuticas da FBM avancaram por conta da compreensdo de seus
mecanismos de acdo a niveis molecular, celular e sistémico (DA SILVA et al., 2023). A sua
acdo a nivel molecular envolve a sinalizacao de moléculas efetoras e de transcri¢ao. Tem sido
sugerido que a absorcdo de energia luminosa pelo CCO causa a fotodissociagcdo do 6xido
nitrico inibitério (NO) do CCO, e entdo leva ao aumento da atividade enzimdtica, transporte
de elétrons, respiracdo mitocondrial e producdo de ATP (JIANFEI & XIONG, 2017). Por
outro lado, a fotossensibilizacdo tem sido associada com a producdo de EROs, os quais
podem induzir eventos moleculares estimulando moléculas sinalizadoras e efetoras (segundos
mensageiros) e ativacdo de fatores de transcricdo (DE FREITAS & HAMBLIN, 2016). No
entanto, foi observado que em células em estado de estresse, a FBM reduz os niveis de EROs
e de Ca®* ap6s exposi¢io a diferentes comprimentos de onda (420, 470, 660 e 850 nm) (DA
ROCHA et al., 2022; HUANG et al., 2013). Além disso, foi observado que a FBM foi capaz
de atuar em moléculas efetoras em certas vias de sinalizacdo, como TGF-§ e VEGF (SOUZA
et al.,, 2018) e também na reducdo de NFkB e TNF em diferentes modelos experimentais

(HONG et al., 2022; ESTEVES et al., 2022).

Os efeitos celulares envolvidos na FBM ocorrem como consequéncia desses efeitos
moleculares, que iniciardo uma cascata de sinalizagdes. S@o relatados efeitos celulares apos
exposicdo ao LED como: proliferacdo celular, viabilidade, diferenciacdo, apoptose, e
migracdo (TAM et al., 2020). Como consequéncia, sdo observados efeitos sist€émicos tais
como: modulagdo do processo inflamatério, promogado da reparagdo tecidual e cicatrizagcdo de
feridas, redu¢do do edema e da dor e melhora do desempenho muscular. Embora os

mecanismos relacionados a alguns efeitos sist€micos envolvidos na FBM ainda ndo estejam
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compreendidos, esses efeitos foram demonstrados em modelos experimentais e estudos
clinicos, e estdo sendo considerados em protocolos terapéuticos baseados em radiacdo

emitidos por lasers e LEDs de baixa poténcia para o tratamento de doencas e quadros clinicos

(DA SILVA et al., 2023).

No modelo distréfico, nosso grupo de pesquisa demonstrou efeitos positivos utilizando
diferentes doses de LEDT em cultura de células primérias de mdx, na reducdo do célcio
intracelular, processo inflamatério, angiogénese e marcadores miogénicos (DA ROCHA et
al., 2022). No entanto, hd escassez de trabalhos utilizando-se da fotobiomodulacdo,
principalmente através da LEDT, o que se faz necessdrio mais estudos para que se possa

compreender os mecanismos de acdo dessa terapia.
1.5 Idebenona

A segunda potencial intervencdo de interesse € administracdo da Idebenona (2-(10-
hydroxydecyl)-5,6-dimethoxy-3-methyl-cyclohexa-2,5-diene-1,4-dione), um composto bem
conhecido, desenvolvido no inicio dos anos de 1980 pela indudstria farmacéutica Takeda
Pharmaceuticals para o tratamento da deméncia (GUEVEN et al., 2021). Andloga a coenzima
Q-10 (CoQ10), ela foi desenvolvida com melhores caracteristicas farmacoquimicas, o que
permite maior solubilidade e biodisponibilidade, devido a uma cadeia lateral lipofilica
significativamente mais curta e também por conter um grupo hidroxila terminal para aumentar
a polaridade (Fig. 4).
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Figura 4: Comparacido estrutural de Idebenona com CoQ10. Além da por¢cdo benzoquinona que é
compartilhada por ambas as moléculas, elas se diferenciam pela quantidade de atomos de carbono. A Idebenona
apresenta apenas 10 dtomos de carbono em sua estrutura enquanto que a Ubiquinona apresenta 50 4tomos. Fonte:
Adaptado de GUEVEN et al., 2021.
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A Idebenona é uma benzoquinona (Fig. 4) e, como todas as quinonas (incluindo
CoQ10) pode receber e doar elétrons, o que lhe permite atuar como um antioxidante e
transportador de elétrons em um contexto celular (GUEVEN et al., 2015). Em condi¢des
patoldgicas, € visto que a Idebenona também melhora a fun¢cdo mitocondrial. O mecanismo
proposto para esse efeito é que a Idebenona € reduzida pelo Complexo I a 2H-Idebenona, que
¢é capaz de retornar elétrons ao Complexo III, facilitando, assim, a geracdo de ATP (JABER &
POLSTER, 2015). Por conta de seu mecanismo de acdo, a Idebenona tem sido utilizada no
tratamento de doencas neurodegenerativas de etiologia mitocondrial (MONTENEGRO et al.,

2018).

Outros estudos também verificaram o efeito da Idebenona na reducdo do processo
inflamatério em diferentes condigdes patoldgicas como: Iipus (BLANCO et al.,, 2020),
neuroinflamac¢ao (PENG et al., 2020), colite ulcerativa (SHASTRI et al., 2020) sepse (HILL
et al., 2009), nanotoxicidade (FADDA et al., 2018) e aterosclerose (JIANG et al., 2020). Este
efeito ndo pode ser explicado apenas pela atividade antioxidante ou normaliza¢do do
fornecimento de energia, mas também pela acdo da Idebenona em prevenir a liberacao de
mtDNA e a subsequente ativagdo do inflamassoma LNRP3, interferindo nos primeiros
estagios da cascata pré-inflamatéria (PENG et al., 2020). E importante notar que a inflamagéo
estd tipicamente associada a hipéxia (MCGARRY et al., 2018) e tem um claro envolvimento
mitocondrial, o que sugere que as condigdes podem ser clinicamente melhoradas com a

Idebenona (AGUILAR-LOPEZ et al., 2020).

No tratamento das distrofias musculares, experimentos com a Idebenona em
camundongos mdx demonstram que esta apresenta efeito cardioprotetor e melhora o
desempenho fisico (BUYSE et al., 2009). O primeiro relato clinico em pacientes com DMD
apontou melhoras no musculo cardiaco e no quadro respiratdrio dos pacientes, apds uso didrio
de Idebenona por 12 meses (BUYSE et al., 2011). Estudos de fase Il e III, reportaram melhora
na funcdo respiratdria de pacientes com DMD (BUYSE et al., 2013, 2015). No entanto, estes
estudos nio avaliaram profundamente o efeito da Idebenona no fendtipo do misculo
esquelético de pacientes com DMD. Assim, é importante compreender os efeitos da

Idebenona nas diferentes vias secundérias promotoras das caracteristicas distroficas, o que

contribuiria para melhor compreensao de sua acao na DMD.

Diante dos mecanismos de acdo de ambas as terapias expostas, no presente projeto
levantamos a hipdtese de que o tratamento em conjunto das terapias LEDT e antioxidante, no
estdgio inicial da doenca, pode apresentar potencial efeito terapéutico sobre as fibras

musculares distréficas dos camundongos mdx.
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E visto na literatura, em estudos recentes, que a combinacio de terapias
farmacoldgicas e fotobiomoduladoras potencializam seus efeitos. A associacdo de laser (810
nm, 200 mW e 6.66 W/cm?, 33,3 J/cm?) com antioxidante coenzima Q10 apresentou melhora
na disfun¢@o mitocondrial em modelo animal de isquemia cerebral transitéria global em ratos
envelhecidos artificialmente (SALEHPOUR et al., 2019a). A fotobiomodulacio (FBM) no
infravermelho (laser de 810nm, 33,3 J/cm?), combinada com a coenzima Q10, também
reduziu o estresse oxidativo, neuroinflamacdo e apoptose em modelo animal de depressao
(SALEHPOUR et al., 2019b). A combinacdo de CoQ10 com FBM mostrou efeito mais
efetivo, do que cada terapia aplicada isoladamente, no alivio da dor neuropdtica em ratos
adultos. Acredita-se que haja sinergismo celular e molecular no uso simultaneo de CoQ10 e

FBM no alivio da dor (JAMEIE et al., 2014).

Com relacdo a DMD, até o presente momento ndo hd na literatura estudos
demonstrando os efeitos da combinagdo das terapias de FBM e antioxidante. Desta forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com LEDT (uma terapia ndo
invasiva) e Idebenona (um potente antioxidante), aplicados isoladamente e em conjunto, em
células musculares distréficas e no misculo quadriceps femoral, avaliando diferentes
mecanismos de acdo como: disfun¢des mitocondriais, processos de degeneracao/regeneracao
muscular, estresse oxidativo, regulacdo dos canais de célcio, autofagia e no processo

inflamatorio das fibras musculares distroficas.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos tanto in vitro quanto in vivo
dos tratamentos com fotobiomodulacdo (LED) e antioxidante (Idebenona), administrados

isoladamente ou em conjunto, sobre as fibras musculares distréficas de camundongos mdx.

2.2 Objetivos Especificos

O presente estudo teve como objetivos especificos verificar o efeito do tratamento
com LEDT e/ou Idebenona in vitro e in vivo sobre:

- Possiveis efeitos citotoxicos: Analisar os efeitos do tratamento com LEDT e/ou Idebenona

na viabilidade e proliferacdo celular (in vitro) e no ganho de massa corporal ao longo do

periodo de tratamento (in vivo).

- Processo de degeneracdo/regeneracdo muscular: Analisar os niveis protéicos e génicos dos

fatores regulatérios miogénicos (in vitro e in vivo); analisar a morfologia das fibras quanto ao
seu didmetro (in vitro e in vivo); quantificar fibras em degeneracdo e regeneracio (in vivo) e
realizar andlise bioquimica da degeneracao muscular (in vivo), quantificar a porcentagem de

fibrose (in vivo).

- Processo inflamatério: Determinar a porcentagem de drea de inflamacdo no muisculo

quadriceps femoral (in vivo) e analisar citocinas e fatores envolvidos no processo inflamatério

(in vitro e in vivo).

- Processo de autofagia: Analisar os niveis proteicos de marcadores de autofagia (in vitro e in

Vivo).

- Regulacdo do calcio: Analisar o conteddo de calcio intracelular (in vitro) e analisar os niveis

proteicos de moléculas relacionadas as vias de sinalizac@o de célcio (in vitro).

- Parametros mitocondriais: Analisar os efeitos do tratamento com LEDT e/ou Idebenona no

consumo de oxigénio (in vitro) e quantificar os niveis proteicos de moléculas relacionadas a

via de regulagdo mitocondrial.

- Estresse oxidativo: Quantificar os niveis proteicos de moléculas relacionadas a resposta

oxidativa (in vitro e in vivo) e analisar histologicamente marcadores de estresse oxidativo no

musculo quadriceps femoral (in vivo).
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos das linhagens C57BL/10-Dmd"*/PasUnib
(mdx) e C57BL/10ScSn/PasUnib (C57BL/10) (BULFIELD et al., 1984), de ambos os sexos,
com 28 dias de vida pds-natal (protocolo in vitro) e 14 dias de vida pds- natal (protocolo in
vivo). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Biologia Celular e
Estrutural do Instituto de Biologia e as as matrizes foram disponibilizadas do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica (CEMIB) da UNICAMP. Durante todo o
experimento, os filhotes permaneceram com a fémea até o dia da eutandsia e foram mantidos
em sala com temperatura controlada (25°C £ 0,5) e umidade relativa (55% + 1) com 12 horas
de ciclo claro/escuro, racdo e agua “ad libitum” (SILVA et al, 2021). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e pela Comissio de Etica na Experimentacio Animal (CEEA-
IB/UNICAMP — Protocolo n° 5603-1/Anexo 1).

3.2 Estudos “in vitro”

3.2.1 Cultura primaria

Foram realizadas trés culturas primdrias de células musculares estriadas esquelética da
linhagem mdx e CS7BL/10 com 28 dias de vida pds-natal. Para cada cultura foram utilizados
os musculos do membro pélvico de 5 animais (como machos e fémeas sao afetados
igualmente na DMD, cada cultura foi realizada com 5 animais independente de serem machos
ou fémeas). Os animais foram anestesiados por via intra-peritoneal com solu¢do de cloridrato
de xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) na
propor¢do de 1:1. Ao apresentarem sinais de anestesia geral, rapidamente os musculos foram
coletados e isolados em PBS contendo glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v). Em seguida, o
tecido muscular foi triturado manualmente com o auxilio de tesoura e a suspensdo foi digerida
com colagenase I 1,5% (w/v), tripsina 2,5% (w/v) e DNAse 0,1% (w/v) em DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) contendo glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v) por
30 min a 37°C. Logo ap6s, foi adicionado 15 mL do meio de crescimento, composto por
DMEM contendo soro de cavalo 10% (v/v), soro fetal bovino 10% (v/v), L-glutamina 2mM e
penicilina 1% (v/v). A suspensdo foi centrifugada a 1000rpm, a 4°C por 20 min. € o

sobrenadante descartado. Foram adicionados 30 mL do meio de crescimento € a suspensao foi
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filtrada através de um filtro esterelizado com poros de 50 um e as células foram sedimentadas
em microplacas para cultura cobertas com matrigel 0,1% (w/v) a uma densidade de 6x10*
células por microplaca. Estas entdo ficaram armazenadas na incubadora de CO: (di6xido de
carbono) a 5% e 37°C. Entre 48-72 horas apds o inicio da preparacdo das culturas, o meio de
crescimento foi alterado para meio de fusdo contendo soro de cavalo 10% (v/v) e L-
glutamina 2mM (MIZOBUTI et al., 2022). No sexto dia, as culturas de células foram tratadas
e depois de 24 e 48 horas os ensaios e coletas foram realizados. Células mdx (C57BL/10-
Dmd"™*/PasUnib) controle e células C57BL/10 (C57BL/10ScCr/PasUnib) nido receberam

nenhum tratamento e foram utilizadas como controle.
3.2.2 Protocolo Experimental

Para a realizacdo deste projeto, utilizamos a Idebenona fornecida pela Sigma Aldrich
(15659-25mg). Primeiramente, para estabelecermos a melhor dose de Idebenona para
tratamento em cultura de células musculares distréficas (mdx) e de camundongos C57BL/10
(controle), utilizamos o ensaio de proliferacdo celular, MTT. As culturas celulares receberam
diferentes doses de Idebenona (0,5, 0,25, 0,12, 0,06 e 0,03 uM), diluidas previamente em
carboximetilcelulose sédica (CMC, Fluka, Buchs, Suica) 0,05% em dgua. A proliferacdo foi
avaliada em 24 e 48 horas apds administracdo das doses. Posteriormente, somente células
musculares mdx receberam duas doses: 0,06 e 0,03uM, as quais mostraram melhores
resultados do ensaio MTT e IC50; e foram avaliadas ap6s 24 e 48 horas de tratamento quanto
A viabilidade celular (ensaio de vermelho neutro); [Ca**]i; superéxido mitocondrial (027); e
andlises de producdo de H»O,. A partir dessas andlises, escolheu-se a dose 0,06uM, que
demonstrou melhor resultado avaliado apds 48 horas, para prosseguir com o restante dos
ensaios preconizados neste estudo. As culturas celulares foram divididas nos seguintes

grupos:

1. Cultura C57BL/10 (C57BL/10): foi utilizada como controle;
2. Cultura mdx controle (mdxC): ndo foi submetida a nenhuma intervengao;

3. Cultura mdx LED 850 nm (LEDT): foi tratada com LEDT de alta poténcia (ThorLabs,
Newton, New Jersey, United States) no comprimento de onda 850nm (infravermelho,
MS850L3) na dose de 0,5J e avaliada apds 24 e 48 horas da estimulagdo (DA ROCHA et
al., 2022);

4. Cultura mdx Idebenona (Ide 0,06uM): foi tratada com 0,06uM de Idebenona e avaliada
apos 24 e 48 horas do tratamento (VALDUGA et al., 2022);
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5. Cultura mdx Idebenona (Ide 0,03uM): foi tratada com 0,03uM de Idebenona e avaliada

apos 24 e 48 horas do tratamento;

6. Cultura mdx Idebenona+LEDT (Ide 0,06uM+LEDT): foi tratada com Idebenona 0,06 uM
e LEDT e avaliada apds 24 e 48 horas do tratamento.

7. Cultura mdx Idebenona+LEDT (Ide 0,03uM+LEDT): foi tratada com Idebenona Ide 0,03
uM e LEDT e avaliada ap6s 24 e 48 horas do tratamento.

Com relacdo a LEDT, o dispositivo foi previamente calibrado através de um sensor de
calibracdo (S121C, ThorLabs, Newton, New Jersey, United States) interligado ao programa
Optical Power Meter Utility (ThorLabs). Para a seguranga analitica do experimento, dividiu-
se a placa em pogos que foram irradiados e os que ndo receberam irradiacio, sendo utilizados
como controle do experimento, conforme a representacao esquematica das placas de 96 pocos

mostrados na Fig. 5.
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Figura 5: Representacao esquematica da aplicacao das terapias em placas de 96 pocos. Fonte: autoria

Além disso, o meio de fusdo foi substituido por FM sem fenol para que nenhuma
coloragdo pudesse interferir na absor¢do e a irradiacdo ocorreu no escuro para evitar
influéncia de outras fontes de luz. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas. Os

parametros opticos da LEDT que foram utilizados encontram-se descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Parimetros 6pticos da LEDT in vitro.

Informacao do dispositivo

Fabricante ThorLabs Mounted High-Power equipment
Parametros 96 pocos 6 pocos

Densidade de poténcia (mW) 110 38
Area de irradiagdo (cm?) 0,32 9,5
Densidade de poténcia (mW/cm?) 343 4
Densidade de energia (J/cm?) 1,5 0,05
Energia por Ponto (J) 0,5 0,5
Tempo de irradiacao (s) 4.5 13,1
Comprimento de onda (nm) 850

Formato Circular

Modo operacional Continuous
Numero de tratamentos 1

Aplicacdo da técnica Aplicacao direto as células

pelo fundo de cada poco

Fonte: Célculos realizados de acordo com as densidades de poténcia do fabricante (Thorlabs)

3.2.3 Analise da proliferacao celular - MTT:

O ensaio de MTT € uma andlise colorimétrica usada para medir a atividade metabdlica
celular como um indicador de viabilidade e proliferacdo celular. O método € baseado na
reducdo do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetraz6lio, REF MS5655,
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), a cristais de formazan de coloracdo roxa (MOSMANN,
1983). Para este experimento, as células (controle e tratadas) foram plaqueadas em
microplacas de 96 pocgos e apds 24 e 48 horas de tratamento, foi retirado o meio de cultura e
adicionados 100 ul de DMEM sem fenol e 10 ul do reagente MTT por poco. As placas foram
incubadas posteriormente por 3-4 horas em CO2 a 5% a 37°C. Ap6s incubagdo, todo o meio
foi retirado novamente e foram adicionados 100 ul de isopropanol:HC1 37% P.A por poco. A
placa foi lida por um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570nm, utilizando o
equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy HIM (Bio-Tek Instruments). Os
ensaios foram realizados em triplicata (MIZOBUTI et al., 2019; MACEDO et al., 2015).



39

3.2.4 Analise de IC50

Os valores obtidos pelo ensaio MTT foram utilizados para o cdlculo do IC50, a fim de
identificar a dose responsdvel pela inibicdo de 50% do crescimento celular para o tempo de
exposicdo analisado. Os valores de dose testados (eixo X) foram transformados usando
X=log[X]. Os dados foram normalizados considerando Y=0 igual a 0%, e a maior média em
cada um dos data sets como 100%. Em seguida, foi calculada a regressdo ndo-linear dos
dados através da equacdo escolhida: log[Idebenona] vs. resposta normalizada (inclinagc@o
variavel). Todos os célculos estatisticos foram realizados utilizando-se do Software GraphPad

Prism 8.0. A dose escolhida baseou-se na menor dose apontada pelo valor de IC50.
3.2.5 Anadlise da viabilidade celular - Vemelho Neutro:

O corante Vermelho Neutro tem por principio avaliar a permeabilidade da membrana
e a atividade lisossomica de células em resposta ao tratamento utilizado. Este ensaio foi
realizado em 24 e 48 horas apds os tratamentos. Foi retirado todo o meio das células e
adicionado 150ul de solug¢do (25:1 de DMEM + Vermelho Neutro), e incubada por 3 horas
em incubadora de CO, a 37 °C. Dado o tempo, as células foram lavadas com tampao fosfato
salina (PBS), e com uma solucdo de 1% CaCl> em Formaldeido 0,5%. Apds a lavagem, foi
adicionada uma quantidade igual de solu¢do com 1% é&cido acético em etanol 50%. A leitura
foi realizada por espectofotometria a 540 nm, utilizando o equipamento Multi-
ModeMicroplate Reader ModelSynergy HIM (Bio-TekInstruments). (BORENFREUND &
PUERNER, 1985). Os ensaios foram realizados em triplicatas.

3.2.6 Deteccao de H20>

O kit de ensaio Amplex® Red (Molecular Probes, Life Technologies, California, EUA)
foi utilizado para determinar os niveis de H>O-, de acordo com as instru¢des do fabricante.
As células foram incubadas com a sonda Amplex red (50uM) e horseradish peroxidase
(0,1U/mL) por 30 min a 37°C. Em seguida, foram coletados 100 pL. do meio para serem
pipetados em uma placa preta para a realizacdo da leitura no equipamento Multi-Mode
Microplate Reader Model Synergy HIM (Bio-Tek Instruments) com a intensidade de
fluorescéncia determinada em 530 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo. Para o controle
positivo foi utilizado 20 mM de H20; em solucdo tamp@o e para o controle negativo foi

utilizado somente solu¢io tampao. Foram realizadas andlises em triplicata.
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3.2.7 Producao de superéxido mitocondrial (O27)

O corante fluorescente MitoSOXTM Red (M36008, ThermoFisher) foi usado para
avaliar os niveis de superéxido mitocondrial (O2") de acordo com as instrugdes do fabricante.
Resumidamente, as células musculares primdrias distréficas foram incubadas com
MitoSOXTM Red por 15 minutos a 37° C. O MitoSOX é acumulado seletivamente na
mitocondria e emite fluorescéncia vermelha quando oxidado pelo anion superéxido. As
intensidades de fluorescéncia do MitoSOX foram monitoradas em um microscopio
fluorescente invertido (Nikon, Eclipse TS100/TS100F) para andlises qualitativas. As
medi¢des quantitativas foram realizadas utilizando a intensidade de fluorescéncia de 510 nm
de excitagdo e 580 nm de emissdo, através do espectrofotometro (Synergy H1, Hybrid

Reader, Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA).
3.2.8 Determinacao de calcio intracelular

A sonda Fluo-4, foi utilizada para mensurar a concentracdo de célcio intracelular nas
células musculares esqueléticas, de acordo com Macedo et al, (2015) e Mizobuti et al,
(2019). Apds 24 e 48 horas de tratamento, as células foram lavadas com PBS e incubadas
com Fluo-4 AM (10 uM, sonda molecular) e Pluronic® F-127 por 60 min. Dado o tempo, as
células foram lavadas novamente com PBS e fotografadas utilizando um microscopio de
fluorescéncia (Nikon®, Eclipse TS100/TS100F) conectado a camera de video (Nikon®
Express Series), para andlise qualitativa. Em seguida, as células foram tripsinizadas com
0,1% EDTA + 0,1% SDS, centrifugadas (11000 rpm, por 5 minutos a 4°C) e 100 pL do
sobrenadante de cada amostra foram utilizados para leitura da absorbancia, através do
equipamento Multi- ModeMicroplate Reader ModelSynergy HIM (Bio-Tek Instruments)

com intensidade de fluorescéncia determinada em 494 nm de excitagdo e 516 nm de emissao.
3.2.9 Consumo de oxigénio

Para avaliar as taxas de consumo de oxigénio foi usado o equipamento OZ2k-
FluoRespirometer e o software DatLab (OROBOROS, Innsbruck, Austria) para aquisicio e
andlise de dados. Apds o tratamento, as células musculares distréficas foram tripsinizadas e
centrifugadas (1250 RPM) por 5 min. Em seguida as células foram ressuspendidas e contadas
na cAmara de Neubauer para padronizar a leitura do ensaio em 1x10° de células em meio de
DMEM sem fenol e colocados no equipamento Oxygraph-2k (O2k, OROBOROS Instruments)
para as leituras. Foram utilizadas as seguintes drogas no ensaio: 1 uM de oligomicina (Oligo),

2 uM de cianato de carbonila m-clorofenil hidrazona (CCCP) e 1 uM de antimicina (Ant).
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Para a determinacdo da taxa de consumo de oxigénio (OCR) basal foi subtraido o OCR pré-
oligomicina pelo OCR pds-antimicina; OCR ligado a ATP foi calculado subtraindo OCR p6s-
oligomicina de OCR pré-oligomicina; vazamento de prétons foi obtido subtraindo OCR pés-
oligomicina de OCR pds-antimicina; OCR méximo foi determinado subtraindo-se o OCR
p6s-CCCP do OCR poés-antimicina; a capacidade de reserva foi determinada subtraindo OCR
p6s-CCCP de OCR pré-oligomicina; e a respiracdo nao mitocondrial foi avaliada pelo valor

de OCR pés-antimicina.
3.2.10 Western Blotting

O protocolo de Western Blotting foi previamente descrito por Mizobuti et al, (2019) e
Da Rocha et al, (2022). Foram utilizadas placas de 6 wells para obtencdao do extrato celular,
apoés 48 horas de tratamento com a dose previamente selecionada. Para tal, o meio foi
removido e as culturas foram lavadas com PBS, raspadas e homogeneizadas imediatamente
em 150puL de tampao para homogeneizacao (Triton X-100 1%, tris-HC1 100mM (ph 7,4),
pirofosfato de s6dio 100mM, fluoreto de sédio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de
s6dio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,Img/mL de aprotinina) por meio de um sonicador
ultrassonico SONICS VibraCellsTM (Sonics & Material, Inc., EUA). A seguir, 0s extratos
foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos € o sobrenadante armazenado em
Biofreezer para posterior andlise do extrato total. A determinac¢do de proteina foi realizada
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Foram acrescidos nas amostras o tampao
Laemmli (BIO-RAD #1610737) e posteriormente aquecidas em banho seco por 5 minutos a
100°C. Foram pipetadas 30pg de proteina em gel SDS-poliacrilamida a 12% e 15% em
aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA,
EUA). Uma vez realizada a eletrotransferéncia, as membranas foram cortadas em diferentes
pesos para a otimizagdo dos anticorpos e incubadas com anticorpo primdrio a 4°C por
overnight. No dia seguinte, as membranas foram lavadas por 3 x 10 minutos com solu¢do
basal (Trisma base 10 mM, cloreto de s6dio 150 mM e Tween-20 0,02%) e incubadas por
duas horas em leite desnatado 1% contendo o anticorpo secunddrio diluido na propor¢do de
1:1000-5000, conforme as especificacOes descritas na Tabela 3. As membranas foram
reveladas utilizando a solugdo de quimioluminescéncia (Super Signal West Pico
Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos e colocadas na Camara G-Box para exposi¢cdo. A

quantificagdo foi realizada pelo programa Gene Tools from Syngene.

Para a normalizacdo dos dados foi utilizado como controle interno o anticorpo p-actina

(monoclonal mouse, Sigma-Aldrich). Para posteriores reutilizagdes, as membranas
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previamente usadas foram incubadas com 3mL de Stripping Buffer (Thermo Scientific)
durante 15 min a 35°C (SILVA et al, 2021). As seguintes Tabelas 2 e 3 retinem os
anticorpos primdrios e secundérios utilizados na etapa in vitro e in vivo no desenvolvimento

deste projeto.

Tabela 2: Anticorpos primdrios utilizados no Western Blotting

Anticorpo Tipo Marca
Via do calcio
Calpaina Policlonal Santa Cruz Biotechnology sc-
7530
Calsequestrina Monoclonal Affinity BioReagents VIIID12
Sarcolipina Policlonal Merckmilipore ABT 13
Serca la Monoclonal Cell-Sinaling D54G12
Serca 2a Monoclonal Cell-Sinaling 4388S
Fatores mitocondriais
OXPHOS Policlonal Abcam STN- 19467
PGC-1a Monoclonal Calbiochem 4C1.3
PPARS Policlonal Invitrogen PA1-823A
SIRT-1 Policlonal Cell-Sinaling C14H4
Marcadores de autofagia
LC3 Monoclonal Cell-Sinaling D3U4C
SQSTM1 Monoclonal Cell-Sinaling D3U4C
Beclin-1 Monoclonal Cell-Sinaling D40C5
Parkin Monoclonal Cell-Sinaling Prk8
AMPK Monoclonal Invitrogen MAS5-14922
p-AMPK Monoclonal Invitrogen PA517831
mTORC1 Policlonal Cell-Sinaling #2972
NFkB Monoclonal BIO-RAD AHP1342
TGF-p Monoclonal Sigma-Aldrich T0438
Reguladores miogénicos
MHCfast Monoclonal Sigma-Aldrich M4276
MHCslow Monoclonal Sigma-Aldrich M8421
MyoD Policlonal Santa-Cruz m-318
Miogenina Monoclonal Santa-Cruz F5D

Reguladores inflamatdrios

TNF-a Policlonal Bio-Rad AAM19GA
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Marcador de estresse oxidativo

4-HNE Policlonal Bio-Rad AHP1251

Tabela 3: Anticorpos secunddrios utilizados no Western Blotting

Anticorpo Tipo Marca

Anti-rabbit Policlonal Promega Corporation/ W4011

Anti-mouse Policlonal Promega Corporation/ W4021
Rabbit anti-goat 1gG-HRP Policlonal KPL/14-13-06

3.2.11 Expressao génica (mRNA) em tempo real qPCR

O RNA total da cultura de células musculares mdx foi extraido usando o reagente
Trizol de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds extragdo, foi utilizado 2pg de RNA
total para a sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) usando o Kit High-
Capacity c¢cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher Sicentific), de acordo com as
instrucdes do fabricante. As reacdes de qPCR foram preparadas em uma mistura final de 20
uL, contendo cDNA da amostra, agua DEPC, 300nM de cada sequéncia de primers (sense
(Fw) e antisense (Rv)) e Fast SYBR Green Master Mix (ThermoFisher Sicentific), realizadas
em um sistema de PCR em tempo real 7500 Fast (Applied Biosystems). A proteina
ribossomal 139 (RPL39) foi utilizada como controle endégeno da reacdo e os primers
utilizados (Exxtend, Oligo Solutions, SP, Brazil) encontram-se descritos na Tabela 4. Os
niveis de expressdo génica foram analisados de acordo com o método do ciclo limiar
comparativo (2"-AACt), normalizando os valores de Ct (threshold cycle) dos genes de

interesse com o gene de referéncia (RPL39).

Tabela 4: Sequéncia dos primers utilizados para qRT-PCR

Primer Sequéncia 5°-3’
F:5° -C AAAATCGCCCTATTCCTCA-3’
Ribosomal Protein L39 (RPL39) R: 5’ -AGACCCAGCTT CGTTCTCCT-3’
MyoD1 F:5" -CTGCTCTGATGGCATGATTGGA-3’

R:5° -CACTGTAGTAGGCGGTGTCG-3’

Miogenina F:5° -GTCCCAACCCAGGAGATCATTT-3’
R: 5" -CGATGGACGTAAGGGAGTGC-3’
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3.3 Estudos “in vivo”

3.3.1 Protocolo Experimental

Foram utilizados camundongos da linhagem mdx (C57BL/10-Dmd"™*/PasUnib) e
C57BL/10 (C57BL/10ScSn/PasUnib) com 14 dias de vida, divididos aleatoriamente nos

seguintes grupos experimentais:

e (C57BL/10 Controle (Ctrl; n = 21): ndo foram submetidos a nenhuma intervengao

e mdx Sham (mdxS; n = 21): receberam a simulacdo da aplicacio do LED, com o
equipamento desligado, durante o mesmo periodo do grupo mdxL e simulado com o
veiculo da Idebenona via gavagem.

e mdx LEDT (mdxL; n = 21): foram tratados com o LED 850nm na dose de 3J.

e mdx ldebenona (mdxl; n = 21): foram tratados com a Idebenona 200mg/kg por
gavagem.

e mdx Idenenona + LEDT (mdxI+L; n = 21): foram tratados com 200mg/kg de
Idebenona e 3J de LEDT.

Os animais do grupo mdxl foram pesados e tratados diariamente apds o 14° dia pods-
natal com 200mg/kg Idebenona diluida em carboximetilcelulose 0,05% por meio de gavagem,

por um periodo de duas semanas.

Os animais do grupo mdxL, a partir do 14° dia de vida pds-natal, foram tratados com o
equipamento LED (ThorLabs®), utilizando os comprimento de onda de 850nm sob os
parametros Opticos que se encontram descritos na Tabela 5. A aplicacdo ocorreu no periodo
da manha com frequéncia de trés vezes por semana, durante duas semanas consecutivas,
totalizando 6 sessdes. O musculo escolhido para o estudo nesse projeto foi o quadriceps
femoral, uma vez que € um musculo superficial e maior, permitindo assim que a luz penetre
no tecido alvo. Os animais foram tricotomizados na regido anterior da coxa de ambas as patas,
para a exposicao do m. quadriceps femoral, de modo que ndo houvesse interferéncia dos pélos
na absorcdo da luz. O dispositivo foi posicionado a 3 cm de distancia do musculo do animal,

de maneira perpendicular a cada ponto a ser irradiado, conforme ilustrado na Fig. 6.

Os animais do grupo mdxI+L, foram tratados 3x por semana com LEDT por 2 semanas
totalizando 6 sessdes, 2 horas antes da gavagem, que foi administrada diariamente

(SALEHPOUR et al., 2019).



Tabela 5: Parametros 6pticos da LEDT in vivo.
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Comprimento  Poténcia Area de Densidade Densidade  Tempo de Energia
de onda (nm) desaida irradiacdo de poténcia  de energia irradiacio por Ponto
(mW) (em)  (mW/em®)  (Jem’) (s) J)
850 300 0,32 937 9,37 10 3

Fonte: Calculos realizados de acordo com as densidades de poténcia do fabricante (Thorlabs).

Figura 6: Aplicacao da LEDT no misculo quadriceps femoral. Fonte: autoria.

3.3.2 Controle da Massa Corporal

A massa corporal dos animais foi mensurada diariamente por meio de uma balancga de

precisdo modelo AS2000C (Marte balangas e equipamentos®), ao longo de todo o periodo

experimental (14° ao 28° dia pds- natal). O controle da massa corporal foi analisado através

do seguinte calculo:

[Delta (A %) = [(massa final — massa inicial / massa inicial) x 100)].

3.3.3 Peso relativo dos orgaos

Imediatamente apds a eutandsia, o m. quadriceps femoral de ambas as patas foram
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removidos e pesados em uma balanga eletronica de precisdo (modelo EK-2000G — AND). O
peso relativo dos 6rgdos foi calculado como a razdo entre o peso dos 6rgaos e o peso corporal.
O intuito dessa avaliacdo é observar se houve alguma alteracio ou ndo apds o periodo

experimental (KYSELOVA et al., 2003).

3.3.4 Medicao de Forca Muscular (GRIP STRENGTH)

(Protocolo de referéncia em TREAT-NMD: DMD_M.2.1.001)

Foi utilizado o aparelho Grispstrentgh; Newprimer® para a andlise da forca
muscular das patas dianteiras dos camundongos dos grupos experimentais. Para essa andlise,
o camundongo foi colocado no aparelho em frente a um sistema de haste que permite o
camundongo agarra-la com ambas as patas (Fig. 6). Através de um trandutor de forca ¢é
registrado no display a tracdo mdxima exercida pelo animal. O resultado é expresso pela

média das trés medidas, representado em Kg/forga.

Figura 7: Aparelho Grispstrentgh Newprimer® utilizado para medir for¢a muscular.

3.3.5 Dosagem sérica de Creatina-Quinase (CK)

Ap6s o periodo dos tratamentos, os animais receberam injecdo via intra-peritoneal
com solug@o de cloridrato de xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina
(Francotar, Virbac) na propor¢ao de 1:1. Ao apresentarem sinais de anestesia geral, foram
coletadas amostras de sangue por pun¢do cardiaca com exposicdo da cavidade tordcica. Foi
realizada a centrifugacdo das amostras coletadas a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C.
(centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K). O plasma sanguineo foi coletado para determinar a

atividade de CK através do kit CK Nac Cinético Crystal da Bioclin. As absorbancias das
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amostras foram lidas no comprimento de onda de 340nm a 25°C, utilizando o equipamento
Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy HIM (Bio-Tek Instruments) (SILVA et al.,
2021).

3.3.6 Dosagem residual de Creatina-Quinase (CK)

Os musculos quadriceps femoral foram retirados e homogeneizados em 4 mL de PBS
por 10 segundos, utilizando o equipamento Polytron (PTA 20s - PT 10/35, Kinematica AG). A
seguir, foi adicionado 1 mL de PBS contendo 0,5% de triton X-100. Os homogenatos foram
centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi diluido a 1:35 v/v, com PBS
para a quantificacdo da atividade CK. A atividade creatina-quinase foi determinada através de
kit diagndstico CK Nac Cinético Crystal da Bioclin. A leitura foi realizada no equipamento
Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy HIM (Bio-Tek Instruments), no comprimento
de onda de 340 nm. O resultado foi expresso em unidades de CK/litro, em que uma unidade

corresponde a fosforilagao de 1 nmol de CK por minuto, a 25°C (BARBOSA et al., 2009).

3.3.7 Analise Histomorfolégica

Os animais foram anestesiados conforme descrito anteriormente no item 3.3.5. O
musculo quadriceps femoral foi retirado, pré-congelado em isopentano a -95°C por um
minuto, transferido para o nitrogénio liquido para o congelamento e armazenado em
biofreezer a —80°C. Os cortes foram realizados em criostato (Leica CM1860-UV) e
seccionados transversalmente na espessura de 8 um. Foram obtidas laminas com 5 cortes
seriados dos referidos grupos experimentais, para cada uma das seguintes andlises: coloracio
com Hematoxilina e Eosina, Tricomico de Masson, incubacdo com o anticorpo anti-mouse
IgG-FITC, incubacdo com Dihydroetidio para detec¢do de EROs e contagem de granulos de
lipofuscina. Todas as laminas foram observadas através do microscopio de luz (Nikon®
Eclipse), acoplado a camera de video (Nikon® Express Series), conectado a um
microcomputador com o software NIS-elements AR Advances Reserches e analisadas pelo

programa Image-Pro Plus 6.0®.

Hematoxilina e Eosina (HE)

Os cortes do m. quadriceps femoral de cada grupo experimental foram corados com
hematoxilina de Harris e posteriormente lavados em dgua corrente por dez minutos e corados
com eosina. Em seguida, os cortes foram desidratados em séries crescentes de etanol (70%,
95%, absoluto I, II e III), diafanizados em xilol e entdo as laminas foram montadas em

Entellan. As laminas coradas com HE foram observadas em objetiva de 20X e realizada a
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fotomicrografia para andlise das alteracdes histopatolégicas conforme descritas abaixo:

1 - Analise do percentual de fibras com nicleo central - indicativo de fibras musculares
regeneradas (TORRES & DUCHEN 1987) e fibras com nucleo periférico (caracteristica de
fibras normais). Foram contabilizadas todas as fibras dos cortes para estimar a porcentagem
de fibras normais e regeneradas dos grupos experimentais. 2 - Também foi realizada a anélise
do didmetro minimo de Feret, através da demarcacdo da distdncia minima de tangentes
paralelas nas bordas opostas da fibra muscular, utilizando-se de um total de cem didmetros de
fibras musculares de 10 campos aleatérios com ampliacdo de 20x (BRIGUET et al., 2004). 3 -
Para andlises da porcentagem de dreas de inflamacdo, foram demarcadas as &reas de

inflamacdo e a édrea total do muisculo quadriceps femoral.

Coloracdo de Tricrémico de Masson (TM)

Os cortes foram corados com hematoxilina de Harris por cinco minutos e lavados em
dgua corrente. Posteriormente, foram imersos em solu¢do de Masson por 9 minutos. Dado o
tempo, as laminas foram entdo banhadas em soluc¢do de 4cido acético a 0,2% e mergulhadas
em solucdo de azofloxina (AFO) por trés minutos, seguido por solu¢do de verde luz (light
green) por 30 segundos. Apés esta etapa, os cortes foram banhados em dcido acético a 0,2%
novamente e submetidos a desidratacdo em série de etanol (70%, 95%, absoluto I, II e III), e a
diafanizacdo com xilol. As laminas foram montadas com Entellan e os todo o corte do

musculo foi fotografado para andlises da drea de tecido fibroso.

Anticorpo Anti-mouse 1gG-FITC

Para deteccdo de fibras em processo de degeneracdo, foi utilizado o anticorpo anti-
mouse 1gG conjugado a fluoresceina. Inicialmente, os cortes foram bloqueados com BSA 3%
por 1 h. Dado o tempo, os cortes foram incubados com o anticorpo FITC- conjugado anti-
mouse 1gG (Sigma) por 1 h e posteriomente, as laminas foram lavadas com Tris-Buffered
Saline com Tween 20% (TBST) e montadas em TBST+glicerol. Foi realizada a contagem de
fibras marcadas com o anticorpo IgG em relagdo ao total de fibras muscular pelo programa

Image-Pro Plus 6.0® (SILVA et al., 2021).

Reacdo Dihydroetidio (DHE) para detec¢do de EROs (Radical anion superéxido - O)

Para avaliar a producdo tecidual do radical anion O2” no m. quadriceps femoral, foi
utilizada a sonda dihydroetidio (DHE). No interior da célula, o DHE é oxidado pelos adnion

super6xido, o que leva a formacdo de um produto intermedidrio, o 2-hidroxietidio (2-
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OHEt+) que, ao ser excitado, exibe uma fluorescéncia de cor vermelha. Para a realizacdo do
teste, os cortes histologicos foram incubados com 5 pl de DHE em dimetilsulféxido (DMSO)
a 37°C durante 30 min. A intensidade de DHE reativo por drea muscular foi quantificada em
um microscopio invertido fluorescente (Nikon® Eclipse) através da mensuracdo de pixels em
uma faixa especifica (70 + 255 comprimento de onda). O equipamento foi ajustado para

eliminar interferéncias de fluorescéncia de fundo (WHITEHEAD et al., 2008).

Contagem de Granulos de Lipofuscina

A lipofuscina é um pigmento citoplasmdtico castanho-amarelado produzida pelo
estresse oxidativo (NAKAE et al., 2004). Uma vez que a lipofuscina € auto-fluorescente, as
seccoes transversais do m. quadriceps femoral foram montadas diretamente em
TBST+glicerol sob laminula. O nimero total de granulos de lipofuscina foi determinado em
relagdo a 4rea total do corte pela sua espessura de 8 pm, sendo o resultado dado por mm?

conforme o seguinte cédlculo:
(Total de granulos de lipofucina/ area total do musculo X 8 um).
3.3.8 Western Blotting

No momento da eutandsia, logo apds pungdo cardiaca, os animais foram perfundidos
com PBS e os m. quadriceps femoral foram removidos e homogeneizados imediatamente em
tampao (Triton X-100 1%, tris-HC1 100mM (ph 7,4), pirofosfato de sédio 100mM, fluoreto de
s6dio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de sédio 10mM, PMSF 2mM e 0,1mg/ml de
aprotinina) a 4°C usando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35;
Kinematica Ag). Posteriomente, as amostras foram centrifugadas a 11000 rpm a 4°C por 20
minutos € o sobrenadante foi recolhido para ser utilizado em andlise do extrato total
(proteinas) pelo método de Bradford 1976. As seguintes etapas que seguem apds essa etapa

foram realizadas conforme descrito no item 3.2.10.

3.4 Analise Estatistica

Para analise estatistica dos testes foi aplicado o teste ANOVA One Way seguido do teste
Tukey para as devidas comparagdes entre os grupos. Foi utilizado um nivel de significancia
de 0,5% (p <0,05). Os dados foram expressos em média + desvio padrdao (DP). Para rodar a
estatistica utilizou-se o pacote de software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, CA,
EUA).
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4.0 RESULTADOS

4.1 Avaliacao das terapias “In vitro”
4.1.1 Analise da proliferacio e viabilidade celular

Para avaliar a proliferacdo e a citotoxidade celular das terapias tanto isoladas quanto

combinadas, utilizamos os ensaios MTT e Vermelho Neutro avaliados em 24 e 48 horas.

Através do ensaio MTT, foi observado uma reducgdo significativa na proliferacdo
celular em células musculares C57BL/10 e mdx tratadas isoladamente com Idebenona e
associadas com LEDT nas concentragdes (Ide 0,5uM; Ide 0,25uM; Ide 0,12uM; Ide 0,06uM;
Ide 0,5uM + LEDT; Ide 0,25uM + LEDT e Ide 0,12uM + LEDT) apds 24h e 48 horas apds
o tratamento (Ide 0,5uM; Ide 0,25uM; Ide 0,12uM; Ide 0,5uM + LEDT; Ide 0,25uM +

LEDT) quando comparadas com seus respectivos grupos controles (Fig. 8, A-D).
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Figura 8: Analise da proliferacio celular utilizando o ensaio MTT. Cultura de células musculares controle
nio tratadas (C57BL/10), tratadas com veiculo (carboximetilcelulose), tratadas com Idebenona nas doses
(0,5uM, 0,25Mm, 0,12uM, 0,06uM e 0,03uM); com LEDT (850nm ¢ 0,5J) e com 0,5uM, 0,25uM, 0,12uM,
0,06uM e 0,03uM de Idebenona + LEDT. A. 24 horas apds o tratamento. B. 48 horas ap6s o tratamento.
Cultura de células musculares mdx nio tratadas (mdxC), tratadas com veiculo (carboximetilcelulose), tratadas
com Idebenona nas doses (0,5uM, 0,25Mm, 0,12uM, 0,06uM e 0,03uM); com LEDT (850nm e 0,5J) ¢ com
0,5uM, 0,25Mm, 0,12uM, 0,06uM e 0,03uM de Idebenona + LEDT. C. 24 horas apés o tratamento. D. 48
horas apés o tratamento. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdao. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. °° P< 0,01 difere do grupo C57BL/10; °°° P< 0,001 difere do grupo C57BL/10;
°°°°P< (0,00001 difere do grupo C57BL/10; *P< 0,05 difere do grupo mdxC; **P< 0,01 difere do grupo mdxC;
*##+P< (0.00001 difere do grupo mdxC. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

Foi calculado também a partir do MTT, a concentracdo inibitéria média (IC50; (Fig.
9, A-D), o que observou-se uma redugdo de 50% da vibilidade celular utilizando-se as doses
(Ide 0,14uM; Ide+LEDT 0,14uM) analisadas 24 horas e (Ide 0,14uM; Ide+LEDT 0,18uM)

analisadas 48 horas em células musculares C57BL/10.

Em cultura de células musculas mdx observou-se redu¢do de 50% da viabilidade
celular em concentragdes de (0,15uM tanto para Ide quanto Ide+LEDT) apds 24 horas de
tratamento e (Ide 0,21uM; Ide+LEDT 0,20uM) ap6s 48 horas.
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Figura 9. Curvas de dose-resposta de IC50. Tratamentos com Idebenona e Idebenona+LEDT em células
musculares C57BL/10 tratadas com Idebenona nas doses (0,5uM, 0,25Mm, 0,12uM, 0,06puM e 0,03uM)
associadas com LEDT (850nm e 0,5J). A. 24 horas apéds o tratamento. B. 48 horas ap6s o tratamento. Curvas de
dose-resposta de IC50 para Idebenona e Idebenona+LEDT em células musculares mdx tratadas com Idebebona
nas doses (0,5uM, 0,25Mm, 0,12uM, 0,06uM e 0,03uM) associadas com LEDT (850nm e 0,5J). C. 24 horas
ap6s o tratamento. D. 48 horas ap6s o tratamento A resposta a dose de Idebenona foi normalizada e as
concentracdes transformadas em log. Os valores de IC50 foram determinados usando anélise de regressdo ndo
linear.
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Com base nos resultados dos ensaios MTT e IC50 escolheu-se as doses 0,06uM e

0,03uM para dar continuidade aos estudos.

Através da andlise do ensaio de Vermelho Neutro (Fig. 10, A-D), ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos tratados nas células musculares C57BL/10 quando
comparadas com o grupo controle. No entanto, foi observado um aumento significativo na
viabilidade das células musculares mdx tratadas, quando comparadas ao grupo mdxC apds 24
horas de tratamento (18,8% para Ide 0,06uM; 15,3% para Ide 0,03 uM; 30,6% para LEDT;
22,6% para Ide 0,06uM + LEDT; e 23,2% para Ide 0,03uM + LEDT) e ap6s 48 horas de
tratamento (23,6% para LEDT; 14,8% para Ide 0,06uM + LEDT; e 22,7% para Ide 0,03uM +
LEDT).

A 24 horas B 48 horas
£ 2004 £ 200+
£ °

3 150 3

= 2 150
= 2

[ —3

E 100 g

% 2

e 50 S

2 3

~ m

12 O_‘ T ] I | B

© 3

& A& A&
o 0‘)\06$ a‘§<§’ S
QY MO0 VNV N
ST o o VU
O S
%Q. GQ‘
O @

O
w)

— 200+ . 200-
=2 ® Q)
E 4444 + "c'"
£ 150 TP e S =
£ 100 =
E Q
5 -
= 50 >
X X
T ©
g

0- T T | B

Figura 10: Analise da viabilidade celular por meio do teste Vermelho Neutro. A e B. Cultura de células
musculares controle ndo tratadas (C57BL/10), tratadas com veiculo (carboximetilcelulose), tratadas com
Idebenona nas doses (0,06uM e 0,03uM); com LEDT (850nm e 0,5J) e com 0,06uM e 0,03uM de Idebenona +
LEDT. A. 24 horas ap6s o tratamento. B. 48 horas apds o tratamento. C e D. Anélise da viabilidade celular por
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meio do teste Vermelho Neutro em células musculares mdx nido tratadas (mdxC), tratadas com veiculo
(carboximetilcelulose), tratadas com Idebenona nas doses (0,06uM e 0,03uM); com LEDT (850nm e 0,5])) e
com 0,06uM e 0,03uM de Idebenona + LEDT. C. 24 horas apds o tratamento. D. 48 horas apds o tratamento.
Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. *P<0,05 difere do grupo mdxC; **P<0,001 difere do grupo mdxC; ***P<0,0001 difere do grupo

mdxC; **¥¥P<0,00001 difere do grupo mdxC; *P<0,05 difere do grupo veiculo; ****P<0,00001 difere do
grupo veiculo; ?P<0,05 difere do grupo Ide 0,03uM. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.1.2 Analise da morfologia e diametro das células musculares

Apbs 24 horas de tratamento, ndo houve diferenca significativa na morfologia dos
miotubos quando comparado entre os grupos experimentais (Fig. 11, A-B). No entanto, em 48
horas foi observado um aumento significativo no didmetro das células musculares mdx apds

todos os tratamentos (por 26,4%; para Ide 0,06uM; 27,3% para LEDT e 31,2% para Ide 0,06uM
+ LEDT; Fig. 11, C-D).
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Figura 11: Analise do didmetro das fibras musculares. Cultura de células mdx ndo tratadas (mdxC), tratadas
com veiculo (carboximetilcelulose), tratadas com Idebenona nas doses (0,06uM e 0,03uM); com LEDT
(850nm ¢ 0,5J) e com 0,06uM e 0,03uM de Idebenona+LEDT. A,B. 24 horas ap6s o tratamento. C,D. 48 horas
apods o tratamento. Barra de escala: 100pum, 20x. B e D. O gréfico representa o didmetro das fibras musculares.
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Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. **¥P<0,001 difere do grupo mdxC; ***P<0,0001 difere do grupo mdxC; *P<0,05 difere do grupo Ide
0,03uM. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.1.3 Analise da concentracao de calcio intracelular

2+]; na cultura de células musculares distréficas, foi

Para analisar a concentragdo de [Ca
utilizado o Fluo-4, um indicador de cdlcio intracelular que emite fluorescéncia verde quando
ligado ao Ca’" livre no citosol. Observou-se qualitativamente na (Fig. 12, A) que apés 24
horas de tratamento ndo houve alteracdo na marcagao de cdlcio entre os grupos experimentais,
observado também através da andlise quantitativa da emissdo de fluorescéncia por meio da

espectrofotometria (Fig. 12, B).

Por outro lado, 48 horas apds os tratamentos, as células musculares mdx tratadas
apresentaram reducdo significativa de [Ca**]; (13,0% para Ide 0,06uM; 9,1% para LEDT;
11,6% para Ide 0,06uM + LEDT; e 11,0% para Ide 0,03uM + LEDT) em comparag¢do com as

células musculares controle (Fig. 12 C,D).

A 24 horas

Ide 0,06uM Ide 0,03uM

us)

25000+
20000+
15000+
10000

Ide 0,06pM+LEDT Ide 0,03uM+LEDT 5000

(unidades arbitrarias)

Intensidade de Fluorescéncia

&9 Vo N
TR XY WX
PO
FS
&

48 horas

Ide 0,06uM Ide 0,03uM

(w

25000

Ide 0,06uM+LEDT Ide 0,03uyM+LEDT

(unidades arbitrarias)

Intensidade de Fluorescéncia




55

Figura 12. Anilise qualitativa e quantitativa das concentracdes intracelulares de célcio [Ca**];. Cultura de
células musculares mdx ndo tratadas (mdxC), tratadas com Idebenona nas doses (0,06uM e 0,03uM); com LEDT
(850 nm e 0,5J) e com 0,06uM e 0,03uM de Idebenona+LEDT. A e B. 24 horas apés o tratamento. C e D. 48
horas apés o tratamento. A e C. Concentracio intracelular de Ca** avaliada pelo marcador de célcio Fluo-4
(verde). Barra de escala: 100um, 20x. B e D. O grifico demonstra a intensidade de fluorescéncia da
concentracdo de Ca®* nos grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrio.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. *P<0,05 difere do grupo mdxC; **P<0,01 difere do grupo

mdxC; ***P< (0,001 difere do grupo mdxC; p< 0,05 difere do grupo Ide 0,06uM. One-way ANOVA seguido
pelo teste de Tukey.

4.1.4 Analise do estresse oxidativo

Para avaliacdo do estresse oxidativo das células musculares distréficas, foram
mensuradas as concentragdes de superéxido mitocondrial, per6xido de hidrogénio através da
sonda amplex- red e pelos niveis de 4 hidroxinoneal (4-HNE; indicador de peroxidacdo
lipidica).

Vinte e quatro horas apds a aplicagdo dos tratamentos (Idebenona, LEDT e/ou Idebenona
mais LEDT), as células musculares mdx tratadas apresentaram reducdo significativa na
producdo de O, mitocondrial (16,6% para Ide 0,06uM; 15,6% para Ide 0,03uM; 12,1 % para
LEDT; 13,6% para Ide 0,06uM + LEDT; e 12,0% para Ide 0,03uM + LEDT) em comparacao
com as células musculares mdx controle (Fig. 13 A,B). Resultados semelhantes também foram
observados nos tratamentos avaliados apds 48 horas (14,7% para Ide 0,06uM; 15,1% para Ide
0,03uM; 19,3% para LEDT; 15,3% para Ide 0,06uM + LEDT; e 12,8% para Ide 0,03uM +

LEDT) em comparagdo com as células musculares mdx controle (Fig. 13 C, D).
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Figura 13: Analise da concentracao de Q2" Cultura de células musculares mdx ndo tratadas (mdxC), tratadas
com Idebenona nas doses (0,06uM e 0,03uM); com LEDT (850nm e 0,5J) e com 0,06uM e 0,03uM de
Idebenona + LEDT. A e B. 24 horas apds o tratamento. C e D. 48 horas apés o tratamento. A e C. Imagens de
fluorescéncia da concentragdo de O, avaliada por Mitosox (vermelho). Barra de escala: 100um, 20x. B e D. O
grafico demonstra a intensidade de fluorescéncia da concentracdo de O>". Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. **P<0,01 difere do grupo mdxC;
**#*¥P< 0,001 difere do grupo mdxC; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxC. One-way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey.

Em relacdo a concentracdo de H>O., observou-se que as células musculares mdx tratadas,
analisadas 24h apds todos os tratamentos, apresentaram reducao significativa na producao de
H202 (12,6% para Ide 0,06uM; 12,9% para Ide 0,03uM; 10,9% para LEDT; 18,0% para Ide
0,06uM + LEDT; e 14,3% para Ide 0,03uM + LEDT) em comparacdo com as células
musculares mdx controle (Fig. 14, A). Porém, 48h apds os tratamentos, apenas células
musculares mdx tratadas com Ide 0,06uM; LEDT; e Ide 0,06uM + LEDT mostraram uma
reducdo significativa na produgdo de H20: (em 16,0%, 8,9% e 13,0%, respectivamente) em

comparacao com as cé€lulas musculares mdx controle (Fig. 14, B).
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Figura 14: Andlise da concentracdo de H20:. Cultura de células musculares mdx ndo tratadas (mdxC),
tratadas com Idebenona nas doses (0,06uM e 0,03uM); com LEDT (850nm e 0,5J) e com 0,06uM e 0,03uM de
Idebenona + LEDT. A. 24 horas ap6s o tratamento. B. 48 horas apds o tratamento. A e B. O grafico demonstra
a concentracdo de H>O,. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. *P<0,05 difere do grupo mdxC; **P<0,01 difere do grupo mdxC; ***P< 0,001
difere do grupo mdxC; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxC; ##p<0,01 difere do grupo Ide 0,06pM; kaaH
P<0,01 difere do grupo Ide 0,06puM; **°P<0,001 difere do grupo Ide 0,03uM; T P<0,00001 difere do grupo
LEDT; % P<0,00001 difere do grupo Ide 0,06uM + LEDT. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

Em relacdo ao marcador de peroxidagdo lipidica, observa-se que as células musculares
mdx tratadas com Ide 0,06uM; LEDT e Ide 0,06uM + LEDT (analisadas 48h apds os
tratamentos) mostraram uma reducio significativa nos niveis de 4-HNE (em 10,0%, 11,0% e
13%, respectivamente) em comparagcdo com as células musculares mdx controle (Fig. 15 G,

H)
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Figura 15: Andlise do estresse oxidativo. A. Andlise de Western Blotting de adutos de proteinas marcadas
pelo 4-HNE em cultura de células musculares mdx ndo tratadas (mdxC), tratadas com Idebenona (Ide 0,06uM);
com LEDT (850nm e 0,5]) e com 0,06uM de Idebenona + LEDT. Bandas correspondentes a proteina (linha
superior) e B-actina (linha inferior; usada como controle). B. O grifico mostra niveis de adutos de proteinas
marcadas por 4-HNE nos grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. *P<0,05 difere do grupo mdxC; **P<0,01 difere do

grupo mdxC; ***P< 0,001 difere do grupo mdxC. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.1.5 Analise para a escolha da dose e periodo

A partir das andlises de didmetro das fibras musculares, concentragdo de calcio
intracelular, superéxido mitocondrial e peréxido de hidrogénio, observa-se que a dose de
Idebenona 0,06uM avaliada apds 48 horas de tratamento, apresentou-se melhores resultados
que a dose de Idebenona 0,03uM quando comparadas com o grupo de células mdx controle,

conforme demonstrado na Tabela 6.

Desta forma, nds escolhemos a concentracao de 0,06uM e o periodo de 48h para seguir

com o ensaio de Western Blotting.
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Tabela 6: Efeito das terapias nos ensaios in vitro.

Doses Diametro Calcio 0 H>0:
24h — 48h 24h — 48h 24h — 48h 24h — 48h
Ide 0,06uM = 4 = v oV vy
Ide 0,03uM - I TR v -
Ide 0,061M + = 3 = 3 TR TR
LEDT
Ide 0,03uM + = = = v v v v —
LEDT

= (ndo houve alteracao significativa quando comparado com o grupo mdx controle)
4 (aumento signifcativo quando comparado com o grupo mdx controle)
v (reducao significativa quando comparado com o grupo mdx controle)

4.1.6 Analise das vias de sinalizacao de calcio

N6s analisamos na cultura de células musculares distréfica os marcadores calpaina-1
(proteases de cisteina dependentes de cdlcio); calsequestrina (proteina do reticulo
sarcoplasmdtico, relacionada com o tamponamento do cdlcio); sarcolispina (proteina

reguladora da atividade da SERCA) e SERCA (transporte de célcio).

Em relacdo a calpaina-1, observou-se que os tratamentos com as terapias IDE; LEDT
e IDE + LEDT reduziram seus niveis (57,7%, 46,2% e 64,7%, respectivamente), quando

comparadas com as células musculares mdx controle (Fig. 16 A,B).

Quanto aos niveis de calsequestrina, foi observada redugdo significativa nas células
musculares mdx tratadas com LEDT e IDE+LEDT (em 83,0% e 80,9%, respectivamente) em

comparacao com as células musculares mdx controle (Fig. 16 A,B).

Em relacdo aos niveis de sarcolispina e SERCA 2a, apenas as células musculares mdx
tratadas com IDE+LEDT apresentaram reducgdo significativa (em 49,2% e 30,0%,

respectivamente) em comparacao com as células musculares mdx controle (Fig. 16 A, B).

Quanto aos niveis de SERCA 1la, observou-se aumento significativo nas células
musculares mdx tratadas com IDE; LEDT; e IDE + LEDT (em 227,4%, 201,9% e 205,8%,

respectivamente) em comparagdo com as células musculares mdx controle (Fig.16A,B).
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Figura 16: Western Blotting das vias de sinalizacdo de calcio. Andlise de Western Blotting de Calpaina,
Calsequestrina, Sarcolipina, SERCA 1a, SERCA 2a em cultura de células musculares mdx ndo tratadas (mdxC),
tratadas com Idebenona (Ide 0,06uM); com LEDT (850nm ¢ 0,5J) e com 0,06uM de Idebenona + LEDT. Bandas
correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior; usada como controle). B. O grafico
mostra os niveis relativos de proteina nos grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média +
desvio padrao. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. *P<0,05 difere do grupo mdxC; **P<0,01
difere do grupo mdxC; ***P< 0,001 difere do grupo mdxC; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxC; ##p< 0,01
difere do grupo Ide 0,06uM; 7 P< 0,05 difere do grupo LEDT. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.1.7 Analise dos parametros mitocondriais

Foram avaliadas as taxas de consumo de oxigénio e constatou-se que as células
musculares mdx tratadas com IDE aumentaram os niveis basais, ATP-linked e a sua
capacidade maxima (em 98,8%, 100,0% e 55,2%, respectivamente) em compara¢ao com as
células musculares mdx controle (Fig. 17, A). Além disso, os niveis basais, ATP-linked, a
capacidade maxima e de reposicdo foram aumentadas nas células musculares mdx tratadas
com LEDT (em 107,8%, 201,5%, 138,7% e 511,7%, respectivamente) e/ou IDE+LEDT (em
51,8%, 85,8%, 96,9% e 198,6 %, respectivamente) em comparacdo com as células musculares

mdx controle (Fig. 17, A).

Em relagdo a OXPHOS, observou-se que as células musculares mdx tratadas com IDE,
LEDT e IDE+LEDT, apresentaram um aumento significativo nos niveis de OXPHOS no
complexo V (em 125,0%, 94,1% e 182,3%, respectivamente) em comparagdo com as células
musculares mdx controle (Fig. 17 B,C). Além disso, as células musculares mdx tratadas com
IDE + LEDT também mostraram um aumento significativo no complexo II e I (em 39,1% e

55,4%, respectivamente) em comparagdo com as cé€lulas musculares mdx controle (Fig. 17 B,

O).

Em relacdo ao PGC-1a, observou-se que as células musculares mdx tratadas com IDE,
LEDT, e IDE+LEDT apresentaram um aumento significativo (em 27,0%, 32,8% e 27,0%,
respectivamente) em comparacdo com as c€lulas musculares mdx controle (Fig. 17 D,E).
Resultados semelhantes também foram observados no PPARS onde as células musculares

mdx tratadas com IDE, LEDT, e IDE+LEDT apresentaram um aumento significativo (em
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66,6%, 33,3% e 38,8%, respectivamente) em comparagdo com as células musculares mdx

controle (Fig. 17 D,E).

Por outro lado, apenas as células musculares mdx tratadas com IDE+LEDT
apresentaram um aumento significativo nos niveis de SIRT-1 (31,8%), em comparagdo com

as células musculares mdx controle (Fig. 17 D, E).
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Figura 17: Parametros mitocondriais. A. OCR foi mensurado em cultura de células musculares mdx nio
tratadas (mdxC), tratadas com Idebenona (Ide 0,06uM); com LEDT (850nm e 0,5J) e com 0,06uM de Idebenona
+ LEDT. As medidas foram feitas para capacidade basal, ligada a ATP, vazamento, capacidade maxima e
sobressalente B. Anadlise de Western Blotting de OXPHOS e D. PGC-1a, PPARS, SIRT-1 em cultura de células
musculares mdx ndo tratadas (mdxC), tratadas com Idebenona (Ide 0,06uM); com LEDT (850nm e 0,5J) e com
0,06uM de Idebenona + LEDT. Bandas correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior;
usada como controle). C e E. O grafico mostra os niveis relativos de proteina nos grupos experimentais. Os
resultados estio expressos como média + desvio padrdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
*P < 0,05 difere do grupo mdxC; **P < 0,01 difere do grupo mdxC; ***P < 0,001 difere do grupo mdxC; ****P
< 0,00001 difere do grupo mdxC; * P < 0,05 difere do grupo Ide 0,06 pM; * *P < 0,01 difere do grupo Ide 0,06
nM; P < 0,05 difere do grupo LEDT; P < 0,01 difere do grupo LEDT; 1P < 0,00001 difere do grupo LEDT.
One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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4.1.8 Analise dos marcadores de autofagia — mitofagia

Para analisar o papel da autofagia-mitofagia em células musculares distréficas controle e
tratadas (IDE, LEDT, e IDE + LEDT), avaliou-se quatro marcadores: LC3 (I/I),
Sequestossomo 1 (SQSTM1/p62), Beclin-1 e Parkin.

Em relacdo ao LC3, sdo detectadas duas bandas apds imunotransferéncia; a banda de 16
kDa que representa a LC3-I (proteina citosdlica), e a outra de 14 kDa que é a LC3-1I (presente
em membranas de isolamento e autofagossomos). Sob nossas condi¢des experimentais,
nenhuma diferenca significativa nos niveis de LC3 (II/I) foi observada entre os grupos

experimentais (Fig. 18 A, B).

Também analisamos o acimulo do sequestossomo 1 (SQSTM1), que é responsavel por
ligar proteinas ubiquitinadas a maquinaria autofigica para degradacdo. Observou-se que 0s
niveis de SQSTMI1/p62 foram significativamente reduzidos nas células musculares mdx
tratadas com LEDT (em 35,0%) em comparacdo com as células musculares mdx controle
(Fig. 18 A, C). Por outro lado, as células musculares mdx tratadas com IDE 0,06uM e/ou
IDE+LEDT mostraram um aumento significativo nos niveis de SQSTM1/p62 (em 69,8% e
58,7%, respectivamente), em comparagdo com as c€lulas musculares mdx controle (Fig. 18

AQ).

Em nossos experimentos, observou-se que as terapias aplicadas em conjunto (IDE +
LEDT), levaram a regulacdo positiva de proteinas envolvidas na via da mitofagia. Foi
observado que os niveis de Beclin-1 e Parkin aumentaram significativamente nas células
musculares mdx tratadas com IDE+LEDT (em 35,7% e 34,1%, respectivamente) em

comparacdo com as células musculares utilizadas como controle (Fig. 18 A, D, E).
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Figura 18: Western Blotting dos marcadores de autofagia — mitofagia: A. Andlise de Western Blotting de
LC3, SQSTMI1, Beclin e Parkin em cultura de células musculares mdx nao tratadas (mdxC), tratadas com
Idebenona (Ide 0,06uM); com LEDT (850nm e 0,5J) e com 0,06uM de Idebenona + LEDT. Bandas
correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior; usada como controle). B. LC3; C.
SQSTMI; D. Beclin; E. Parkin. O gréafico mostra os niveis relativos de proteina nos grupos experimentais. Os
resultados estdo expressos como média + desvio padrao. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

#P< 0,05 difere do grupo mdxC; *P< 0,05 difere do grupo Ide 0,06 uM; *#P< 0,01 versus Ide 0,06 uM; "P< 0,05
difere do grupo mdxL; " P< 0,01 difere do grupo mdxL. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.1.9 Analise dos reguladores de autofagia

Nos musculos esqueléticos, a autofagia é regulada por diferentes vias de sinalizac@o.
N6s avaliamos no presente estudo a proteina quinase ativada por monofosfato de 5'-adenosina
(AMPK); alvo mamifero do complexo 1 de rapamicina (mTORC1); fator nuclear kB (NF-

kB); e as vias de sinalizagdo do fator de crescimento transformador (TGF-f).

Em relacdo aos niveis de AMPK, ndo foi observada diferenca entre os grupos
experimentais (Fig. 19 A, B). Por outro lado, os niveis de p-AMPK foram significativamente
aumentados nas células musculares mdx tratadas com IDE+LEDT (em 120,0%) em

comparac¢do com as células musculares mdx controle (Fig. 19 A, C).

Em relacdo a proteina mTORCI, observou-se niveis aumentados nas células musculares
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mdx tratadas com IDE e LEDT (em 106,2% e 39,5%, respectivamente) em comparagdo com
as células musculares utilizadas como controle (Fig. 19 A,D). Os niveis de NF-kB foram
significativamente reduzidos nas células musculares mdx tratadas com IDE, LEDT e
IDE+LEDT (em 25,8%, 46,4% e 33,0%, respectivamente) em comparacdo com as células

musculares mdx controle (Fig. 19 A, E).

Em relacdo aos niveis de TGF-B, foi observado um aumento significativo nas células
musculares mdx tratadas com IDE e IDE+LEDT (em 88,9% e 76,4%, respectivamente) em

comparacao com o musculo mdx controle células (Fig. 19 A, F).
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Figura 19: Western Blotting dos reguladores de autofagia: A. Andlise de Western Blotting de AMPK, p-
AMPK, mTORCI1, NFkB, TGF-f em cultura de células musculares mdx nio tratadas (mdxC), tratadas com
Idebenona (Ide 0,06uM); com LEDT (850nm e 0,5]) e com 0,06uM de Idebenona + LEDT. Bandas
correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior; usada como controle). B. AMPK; C. p-
AMPK; D. mTORCI1; E. NFkB; F.TGF-f. O grafico mostra os niveis relativos de proteina nos grupos
experimentais. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. *P< 0,05 difere do grupo mdxC; **P < 0,01 difere do grupo mdxC; ***P < 0,001 difere
do grupo mdxC; ****P < 0,00001 difere do grupo mdxC; *P< 0,05 difere do grupo Ide 0,06 uM; * *P< 0,01
difere do grupo Ide 0,06 pM; *##P< 0,001 difere do grupo Ide 0,06 uM; T P< 0,05 difere do grupo LEDT . One-
way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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4.1.10 Analise dos reguladores de diferenciacao celular

Para compreender os mecanismos de acdo das terapias isoladas e combinadas, foi
analisada também a expressdao gé€nica dos reguladores de diferenciacdo celular, tais como
MyoD e miogenina, como mostra a (Fig. 20, A-B).

Observa-se que a expressao relativa de mRNA de MyoD foi significativamente menor
nas células musculares mdx tratadas com IDE (em 42,3%); LEDT (em 53,8%) e IDE+LEDT

(em 34,6%) em comparagdo com as células musculares mdx controle (Fig. 20, A).

Por outro lado, a expressao relativa de mRNA da miogenina foi significativamente maior
nas células musculares mdx tratadas com IDE (em 85,7%); LEDT (em 85,7%) e IDE+LEDT

(em 107,1%) em comparacao com as células musculares mdx controle (Fig. 20, B)
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Figura 20. Expressiao génica dos reguladores de diferenciacio celular. Analise de qPCR em cultura de
células musculares mdx nio tratadas (mdxC), tratadas com Idebenona (Ide 0,06uM); com LEDT (850nm e 0,5J)
e com 0,06uM de Idebenona + LEDT. A. MyoD; B. Miogenina. Os resultados estdo expressos como média +
desvio padrdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. *P< 0,05 difere do grupo mdxC; **P <
0,01 difere do grupo mdxC. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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4.2 Avaliacao das terapias “In vivo”

4.2.1 Analise dos parametros funcionais

Todos os animais utilizados para os experimentos in vivo foram previamente pesados no
14° dia de vida pds-natal (inicio do tratamento) e 28° dia de vida pds-natal (final do
tratamento), a fim de estipular o ganho em porcentagem da massa corporal dos animais de

todos os grupos experimentais, conforme demonstrado na Tabela 7.

E possivel observar que todos os grupos experimentais ganharam massa corporal durante
o periodo experimental (88,5% no grupo Ctrl; 42,8% no grupo mdxS; 43,1% no grupo mdxL;
49,2% no grupo mdxl; e 62,7% no grupo mdxl+L; Tabela 7). Concomitantemente, foi
observado aumento no peso relativo do 6rgdo (m. quadriceps) de camundongos mdx tratados
com LEDT (em 193,7%), IDE (em 156,25%) e IDE+LEDT (em 112,6%) em comparagio

com os camundongos mdx controle (Tabela 7).

Com relagdo a forca muscular, foi realizada a medi¢do da tracdo da pata dianteira de
todos os animais dos grupos experimentais, normalizados pela massa corporal. Observa-se
que os grupos Ctrl; mdxL e mdxI+L apresentaram aumento no ganho de forca (23%, 7,1% e

7,1%, respectivamente) durante o periodo experimental (Tabela 7).

Tabela 7: Parametros funcionais.

Ctrl mdxS mdxL mdxI mdxI+L
Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final
Massa 7,0£0,7 13,2%+1,2 | 5,6£0,3 8,0£0,9 | 5,1£0,3 7,3%x1,2 | 6,3+0,2 9,4+0,1 | 5,9£0,5 9,6+0,8
Corporal 0000 0000 0000 0000 00 x 1T 0000 3k ooof 0000 1T
©® it
Ganho de 88,5 42,8 43,1 49,2 62,7
MC (%)

Quadriceps 0,01059+0,1 0,003226+0,1 0,009493+0,1 0,008242+0,09 0,006806+0,2
(g/g) 0000 EET ) ok 003k kH
Forca/massa 1,3+0,1 1,6+0,01 | 1,4+0,2 1,4+0,2 | 1,4+0,2 1,5+0,1 | 1,4+0,1 1,402 | 1,4+£0,1 1,5%0,1

corporal (g/g)
Ganho de 23,0 0 7,1 0 7,1
forca/periodo
(%)

A massa corporal (g) foi medida dos animais com 14 dias de vida-p6s natal (Inicio) e com 28 dias de vida pds-
natal (Final) apds tratamento com Idebenona e LEDT. O ganho de massa corporal (MC) foi expresso em
porcentagem. A forca muscular do membro anterior foi avaliada por meio de medidas de for¢ca nos momentos
inicial e final e normalizadas pelo peso corporal (g/g). Grupos experimentais: camundongos C57BL/10 (Ctrl);
camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx
tratados com Idebenona (mdxl); camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT (mdxI+L). Valores
expressos por média + desvio padrdo. °° P< 0,001 difere do grupo Ctrl; °°° P< 0,0001 difere do grupo Ctrl; °°°°
P< 0,0001 difere do grupo Ctrl; * P< 0,05 difere do grupo mdxS; *** P < 0,0001 difere do grupo mdxS; **** P<
0,00001 difere do grupo mdxS; TP< 0,05 difere do grupo mdxL; T P< 0,0001 difere do grupo mdxL; 1T p<

0,00001 difere do grupo mdxL; #P< 0,05 difere do grupo mdxl. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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4.2.2 Analise do processo de degeneracao/regeneracao muscular

O efeito das terapias (Idebenona e LEDT) isoladas e combinadas sobre o processo de
degeneracdo e regeneragdo muscular do musculo quadriceps femoral foi avaliado através das
andlises dos niveis séricos e muscular de CK, pela andlise morfoldgica de fibras positivas ao

IgG, pelo numero de fibras com niicleos centrais e pelo didmetro minimo de Feret.

Em relac@o aos niveis plasmaticos da enzima CK, observou-se um aumento significativo
de (1011,7%) do grupo mdxS em relacdo ao grupo Ctrl. No que se refere as terapias,
observou-se que apenas o grupo que recebeu tratamento com Idebenona apresentou uma
reducdo significativa de 73,0% em comparacdo ao grupo mdxS (Tabela 8). Em relacdo aos
niveis de CK obtidos das amostras de tecido muscular (quadriceps femoral), observou-se
niveis elevados (334,0%) em camundongos mdx tratados com IDE+LEDT em comparacio

aos camundongos mdxS (Tabela 8).

Tabela 8: Quantificacdo dos niveis de CK.

Crtl mdxS mdxL mdx] mdxI+L
Niveis de CK - 325,0+£173.9 | 3613+477.9 | 3368+1079 | 972,7+465.5 3105+624,2
plasma (U/L) 0000 0000 kgt 0000k ## #
Niveis de CK - 2665+ 751.2 | 983,1+£92.08 | 1079+206.9 | 1514+213.3 4266+414,6
muscular (U/L) oo ooo o oooxxxx TTHT## # #

Grupos experimentais: camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS);
camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxl);
camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT (mdxI+L). Valores expressos por média + desvio padrio.
° P< 0,05 difere do grupo Ctrl; °° P< 0,001 difere do grupo Ctrl; °°° P< 0,0001 difere do grupo Ctrl; °°°° P<

0,0001 difere do grupo Ctrl; **** P< 0,00001 difere do grupo mdxS; 1T P< 0,00001 difere do grupo mdxL; * ##
#P<0,05 difere do grupo mdxl. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

Para analisar os danos no sarcolema, utilizou-se o anticorpo IgG (indicativo de fibras
degeneradas), que emite fluorescéncia verde. Observa-se qualitativamente que o grupo Ctrl
ndo apresenta fibras em processo de degeneracdo, diferentemente dos grupos experimentais
mdxS, mdxL, mdxl, mdxI+L (Fig. 21, A). No entanto, observa-se também que
quantitativamente os grupos mdxL, mdxl e mdxI+L apresentaram reducdo significativa no
numero de fibras musculares degeneradas (em 87,0%, 42,3% e 75,0%; respectivamente) em

comparagdo ao grupo mdxS (Fig. 21, B).



68

Fibras positivas ao IgG (%) m

PO R T R
0&66\6@6@&3

Figura 21. Fibras em degeneracio com marcacio positiva para IgG (seta branca). A. Cortes transversais do
musculo quadriceps femoral nos diferentes grupos experimentais: Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos
mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com
Idebenona (mdxI); camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT (mdxI+L). Fibras positivas ao IgG (seta
branca). Aumento 20X. Escala 100um. B. O grafico mostra a porcentagem de fibras positivas ao IgG do musculo
quadriceps femoral nos diferentes grupos experimentais. Valores expressos por média + desvio padrdo. °°°° P<
0,0001 difere do grupo Ctrl; **** P< 0,00001 difere do grupo mdxS; " P< 0,001 difere do grupo mdxL; * *
P<0,01 difere do grupo mdxl. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

Na (Fig. 22, A), é possivel observar a presenca de fibras musculares regeneradas
(indicado por nucleos centrais) e fibras musculares normais (indicado por nucleos periféricos)
no miusculo quadriceps femoral de animais distréficos. Com relagdo aos grupos mdxL e

mdxI+L, observa-se uma reducdo significativa no nimero de fibras musculares regeneradas
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(em 21,6% e 52,2% respectivamente) em comparacdo ao grupo mdxS (Fig. 22, B).
Concomitantemente, os grupos mdxL e mdxI+L apresentaram aumento no nimero de fibras
musculares normais (em 8,0% e 19,8%, respectivamente) em comparacdo ao grupo mdxS
(Fig. 22, B).

Em relagdo ao didmetro dessas fibras, observa-se que houve aumento significativo no
diametro das fibras musculares regeneradas em camundongos mdx tratados com IDE (17,9%)
IDE+LEDT (12,0%), em comparacdo com os camundongos mdxS (Fig. 22, C). Nao foi
observada diferenca significativa no didmetro das fibras musculares normais dos grupos

experimentais (Fig. 22, D).

O

1t

0000

25+

-
0000

0000

20 ©000

15

Medida minima de Feret-
nicleo central (pm)

& &
06\6{’&&6\0&4}

O

[] Fibras com nucleo central
[ Fibras com nicleo periférico

ntcleo periférico (um)
L5
o
1

Medida minima de Feret-

100

50

Porcentagem de fibras (%)

Figura 22. Coloracao em HE, mostrando fibras com niicleo central (seta preta) e niicleo periférico (cabeca
de seta). A. Cortes transversais do miusculo quadriceps femoral nos diferentes grupos experimentais:
Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com
LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdx]); camundongos mdx tratados com Idebenona e
LEDT (mdxI+L). Fibras com nucleo central (seta preta) e fibras com nticleo periférico (cabega de seta). Aumento
20X. Escala 100um. B. O grafico mostra a porcentagem de fibras com nicleos centrais e niicleos periféricos dos
diferentes grupos experimentais. C. O grafico mostra o didmetro minimo de Feret (um) de fibras com nucleos
centrais. D. O grafico mostra o didmetro minimo de Feret (um) de fibras com ntcleos periféricos. Valores
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expressos por média + desvio padrdo. °°° P< 0,001 difere do grupo Ctrl °°°° P< 0,0001 difere do grupo Ctrl;
* P< 0,05 difere do grupo mdxS ****P< 0,00001 difere do grupo mdxS; T P< 0,05 difere do grupo mdxL; 7" P<
0,01 difere do grupo mdxL; * ## #P<0,00001 difere do grupo mdxl. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.2.3 Analise do processo de fibrose

Foi analisada a porcentagem da édrea de fibrose nos misculos quadriceps femoral dos
grupos experimentais pela coloracio de tricromico de Masson (Fig. 23, A). Observa-se que a
area de fibrose foi significativamente aumentada no grupo mdxS (em 2.476,0%) em
comparacao ao grupo Ctrl (Fig. 23, B). Os grupos mdxL, mdxl e mdxI+L apresentaram
reducdo significativa da drea de fibrose (em 73,6%; 64,9%; e 70,49%:; respectivamente) em

comparacao aos grupos Ctrl e mdxS (Fig. 23, B).
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Figura 23. Coloracio em TM, mostrando fibrose pela cor verde-luz. A. Cortes transversais do musculo
quadriceps femoral nos diferentes grupos experimentais: Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do
grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona
(mdxI); camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT (mdxI+L). Fibrose representada pela cor verde-luz.
Aumento 20X. Escala 100um. B. O grafico mostra a porcentagem de fibrose dos diferentes grupos
experimentais. Valores expressos por média + desvio padrio. °° P< 0,01 difere do grupo Ctrl; °°° P< 0,001 difere
do grupo Ctrl; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxS. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.2.4 Analise dos reguladores de diferenciacio miogénica

O processo de diferenciacdo miogénica foi avaliado nos grupos experimentais através
das andlises dos fatores regulatérios miogénicos: MyoD e miogenina, envolvidas na
proliferacdo e diferenciacdo celular. Além do mais, foram analisados os niveis da cadeia
pesada de miosina (MHC) com suas isoformas lenta (MHCslow) e rapida (MHCfast), para

avaliar fibras musculares ja diferenciadas.

Em relacdo aos reguladores de diferenciacdo celular, os grupos mdxl e mdxI+L
mostraram uma reducdo significativa nos niveis de MyoD no misculo quadriceps femoral
(36,8%; e 26,5%; respectivamente) em comparacdo com o grupo mdxS (Fig. 24 A,B). Além
disso, observou-se que os niveis de miogenina estavam significativamente maiores no grupo

mdxL (107,0%) em comparagao com o grupo mdxS (Fig. 24 A, C).

Em relac@o aos niveis da cadeia pesada de miosina (MHC), os grupos que receberam
tratamentos mdxL, mdx] e mdxI+L mostraram uma reducéo significativa nos niveis de MHC-
Fast no musculo quadriceps femoral (em 43,2%; 38,3%; e 50,6%; respectivamente) em
comparacgdo ao grupo mdxS (Fig. 24 A,D). Por outro lado, os niveis de MHC-Slow foram
significativamente maiores no grupo mdxl (em 103,9%) e mdxI+L (em 98,7%) em

comparacdo com o grupo mdxS (Fig. 24 A,E).
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Figura 24. Western Blotting dos reguladores de diferenciacio miogénica. A. Anélise de Western Blotting de
MyoD, Miogenina, MHC-slow, MHC-fast do musculo quadriceps femoral dos diferentes grupos experimentais:
Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com
LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxI); camundongos mdx tratados com Idebenona e
LEDT (mdxI+L). Bandas correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior; usada como
controle). B. MyoD; C. Miogenina; D. MHC-slow; E. MHC-fast. O grafico mostra os niveis relativos de
proteina dos grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. ° P< 0,05 difere
do grupo Ctrl; °°° P< 0,001 difere do grupo Ctrl; °°°° P< 0,00001 difere do grupo Ctrl; **P< 0,01 difere do
grupo mdxS; ***P< 0,001 difere do grupo mdxS; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxS; T p< 0,01 difere do
grupo mdxL; 11 P< 0,001 difere do grupo mdxL.One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.2.5 Analise do processo inflamatério

Pela coloraciao de HE, foi analisada a drea inflamatdria do musculo quadriceps femoral
de todos os grupos experimentais. Neste estudo, observa-se qualitativamente que o grupo
mdxS apresentou regiOes mais extensas de processo inflamatério comparados com o grupo
Ctrl, enquanto que, os animais que receberam os tratamentos IDE, LEDT e IDE+LEDT,
apresentaram regioes menores de inflamacdo (Fig. 25, A). Quantitativamente, o grupo mdxS
teve um aumento significativo em areas de inflamacdo (1215,0%) em relacdo ao grupo
controle. Os grupos que receberam tratamentos com IDE, LEDT e IDE+LEDT tiveram uma
reducdo significativa nas dreas de inflamagdo (81,2%, 66,1%, 77,2%, respectivamente)

quando comparados com o grupo mdxS (Fig. 25, B).
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Figura 25: Coloraciao em HE, mostrando areas de inflamacéo (drea demarcada). A. Cortes transversais do
musculo quadriceps femoral dos diferentes grupos experimentais: Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos
mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com
Idebenona (mdxI); camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT (mdxI+L). B. O grifico mostra p
percentual da drea de inflamacgdo dos grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + desvio
padrdo. °°°° P< 0,00001 difere do grupo Ctrl; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxS. One-way ANOVA seguido
pelo teste de Tukey.

Foi determinado também por imunoblotting os niveis de TNF. Observa-se que o grupo
mdxS apresentou niveis elevados de TNF (em 26,8%) quando comparado com o grupo Ctrl
(Fig. 26 A,B). Em relacdo aos tratamentos com LEDT, IDE e IDE+LEDT, observa-se reducao
(17,3%; 34,6%; 40,4%, respectivamente) comparados ao grupo mdxS.
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Figura 26. Western Blotting da via inflamatoria. A. Andlise de Western Blotting de TNF-o.: Camundongos
C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL);
camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxl); camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT
(mdxI+L). Bandas correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior; usada como controle).
B. TNF-a. O grifico mostra os niveis relativos de proteina dos grupos experimentais. Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrio. ° P< 0,05 difere do grupo Ctrl; °° P< 0,01 difere do grupo Ctrl *P< 0,05
difere do grupo mdxS; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxS; Tp< 0,05 difere do grupo mdxL; T p< 0,01
difere do grupo mdxL; #P< 0,05 difere do grupo mdxl. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.2.6 Analise marcadores de autofagia — mitofagia

Foram analisados os marcadores LC3 (II/), SQSTM1/p62, Parkin e Beclin para

avaliar a via da autofagia/mitofagia no modelo experimental in vivo.

Em relagao aos niveis de LC3 (II/I) ndo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos experimentais (Fig. 27 A, B). No entanto, foram observados maiores niveis de
SQSTM1/p62 nos camundongos mdx tratados com LEDT (em 234,3%) e IDE+LEDT (em
182,8%), em comparacdo com o grupo mdxS (Fig. 27 A,C).

Em relac@o aos marcadores de mitofagia, foi observado que os niveis de Parkin foram
significativamente maiores no grupo mdx tratado com LEDT (40,3%) em comparacdo aos
grupos Ctrl e mdxS (Fig. 27 A,E). J4 os niveis de Beclin apresentaram aumento significativo

no grupo tratado IDE+LEDT (em 54,4%) em compara¢do com o grupo Ctrl (Fig. 27 A,D).
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Figura 27. Western Blotting dos marcadores de autofagia — mitofagia. A. Andlise de Western Blotting de
LC3, SQSTMI, Beclin-1, Parkin do misculo quadriceps femoral dos diferentes grupos experimentais:
Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com
LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxI); camundongos mdx tratados com Idebenona e
LEDT (mdxI+L). Bandas correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior; usada como
controle). B. LC3; C. SQSTM1; D. Beclin; E. Parkin. O grafico mostra os niveis relativos de proteina dos
grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. ° P< 0,05 difere do grupo
Ctrl; °° P< 0,01 difere do grupo Ctrl; °°° P< 0,001 difere do grupo Ctrl; *P< 0,05 difere do grupo mdxS; ****P<
0,00001 difere do grupo mdxS; 71" P< 0,00001 difere do grupo mdxL; **#* P< 0,00001 difere do grupo mdxI.
One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.2.7 Analise dos reguladores das vias de sinalizacdo da autofagia

Foram avaliados in vivo os niveis de AMPK, p-AMPK, mTORCI1 e NF-kB para os

analisar a via de sinaliza¢do autofégica.

Em relacdo aos niveis de AMPK e p-AMPK, foi observado no grupo mdx tratado com
LEDT+IDE um aumento significativo (168,4% e 65,3%, respectivamente) em comparagao
com o grupo mdxS (Fig. 28 A-C). Resultados semelhantes foram obtidos em relacdo aos
niveis de mTORCI, apresentando um aumento significativo nos niveis de mTORCI em
camundongos mdx tratados com LEDT+IDE (em 80,0%), em comparacdo com o grupo mdxS

(Fig. 28 A,D).

Em relacio aos niveis de NF-kB, foram observados redu¢do significativa nos

camundongos mdx tratadas com IDE e IDE+LEDT (34,0% e 36,2%, respectivamente) em



76

comparacao com o grupo mdxS (Fig. 28 A,E).
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Figura 28. Western Blotting dos reguladores das vias de sinalizacio da autofagia. A. Andlise de Western
Blotting de AMPK, p-AMPK, mTORCI, NFkB do mdusculo quadriceps femoral dos diferentes grupos
experimentais: Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx
tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxl); camundongos mdx tratados
com Idebenona e LEDT (mdxI+L). Bandas correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha
inferior; usada como controle). B. AMPK; C. p-AMPK; D. mTORCI; E. NFkB. O gréfico mostra os niveis
relativos de proteina dos grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. ° P<
0,05 difere do grupo Ctrl; °° P< 0,01 difere do grupo Ctrl; °°° P< 0,001 difere do grupo Ctrl; °°°° P< 0,001
difere do grupo Ctrl *P< 0,05 difere do grupo mdxS; **P< 0,01 difere do grupo mdxS; ***P< 0,001 difere do
grupo mdxS; " P< 0,05 difere do grupo mdxL; "P< 0,01 difere do grupo mdxL; #P< 0,05 difere do grupo mdxl.
One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.2.8 Analise dos ativadores da biogénese mitocondrial

Para avaliar a biogénese mitocondrial, nds analisamos os marcadores mitocondriais

PGC-1a, PPARS e SIRT-1, no modelo experimental in vivo.

Em relagdo ao PGC-1a, observa-se que os camundongos mdx tratados com LEDT e
IDE+LEDT, apresentaram um aumento significativo em 53,9%, e 41% em ambos
tratamentos, em comparacao com o grupo Ctrl, e de 41,0% e mdxS, respectivamente (Fig. 29

A,B).

Em relagdo ao PPARSY, observa-se que todos os tratamentos LEDT, IDE e IDE+LEDT

apresentaram maiores niveis (86,6%, 64,8%, 94,9% respectivamente) quando comparados
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com o grupos Ctrl e que apenas as terapias LEDT e IDE+LEDT apresentaram maiores niveis
(34,4% e 40,7%, respectivamente) em relacdo ao grupo mdxS (Fig. 29 A,C). Resultados
semelhantes foram obtidos em relacdo ao SIRT-1, que apresentou maiores niveis nos grupos
LEDT e IDE+LEDT (36,7% e 39,7%, respectivamente) em comparacdo com o grupo mdxS
(Fig. 29 A, D).
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Figura 29. Western Blotting dos ativadores de biogénese mitocondrial. A. Andlise de Western Blotting de
PGC-1a, PPARS, SIRT-1 do misculo quadriceps femoral dos diferentes grupos experimentais: Camundongos
C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL);
camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxI); camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT
(mdx1+L). Bandas correspondentes as proteinas (linha superior) e B-actina (linha inferior; usada como controle).
B. PGC-1a ; C. PPARS; D. SIRT-1. O grafico mostra os niveis relativos de proteina dos grupos experimentais.
Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. ° P< 0,05 difere do grupo Ctrl; °° P< 0,01 difere do
grupo Ctrl; °°° P< 0,001 difere do grupo Ctrl; *P< 0,05 difere do grupo mdxS. One-way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey.

4.2.9 Analise do estresse oxidativo

Para avaliacio do estresse oxidativo tecidual, foram analisados os granulos de

lipofuscina, DHE e 4-HNE.

Os granulos de lipofuscina sdo um pigmento acastanhado depositados nas fibras
musculares, os quais podemos observar em abundancia no musculo quadriceps femoral de
camundongos mdxS (4.666,0%) em relagdo ao grupo Ctrl (Fig. 30 A,B). Os tratamentos com
IDE, LEDT e IDE+LEDT reduziram significativamente esses granulos (54,7%, 48,0% e

64,3%), respectivamente, comparados com gupo mdxS.
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Figura 30: Granulos de Lipofuscina (seta branca). A. Cortes transversais do musculo quadriceps femoral dos
diferentes grupos experimentais: Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS);
camundongos mdx tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxl);
camundongos mdx tratados com Idebenona e LEDT (mdxI+L). Granulos autofluorescentes de Lipofuscina (seta
branca). Aumento 20X. Escala 100um. B. Grafico mostra o volume de granulos de Lipofuscina dos grupos
experimentais. Dados representados em média + desvio padrdo. ° P< 0,05 difere do grupo Ctrl; °°° P< 0,001
difere do grupo Ctrl; °°°° P< 0,00001 difere do grupo Ctrl; ***P< 0,001 difere do grupo mdxS; ****P< 0,00001
difere do grupo mdxS. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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Em termos da reacdo do DHE, observa-se que o grupo mdxS apresentou maior
fluorescéncia (3.233,0%; indicativo de radicais anion superéxido O>”) em relacdo ao grupo
Ctrl (Fig. 31 A,B). Os tratamentos com IDE, LEDT e IDE+LEDT reduziram
significativamente (73,5%, 70,0% e 87,5% respectivamente) a marcacdio de DHE em

comparacao ao grupo mdxS.
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Figura 31: Intensidade de DHE. A. Cortes transversais do muisculo quadriceps femoral dos diferentes grupos
experimentais: Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx
tratados com LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdx]); camundongos mdx tratados com
Idebenona e LEDT (mdxI+L). Fluorescéncia de DHE. Aumento 10X. Escala 100pm. B. O grifico mostra a
intensidade de DHE dos grupos experimentais. Dados representados em média + desvio padrdo. °° P< 0,01 difere
do grupo Ctrl; °°°° P< 0,00001 difere do grupo Ctrl; ****P< 0,00001 difere do grupo mdxS. One-way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey.
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Em relacdo ao marcador de peroxidacdo lipidica (4-HNE), foram observadas neste
estudo, bandas de 17 kDa a 150 kDa em todos os grupos experimentais. Os resultados da
quantificacdo dos niveis relativos de 4-HNE no m. quadriceps femoral mostraram um
aumento significativo no grupo mdxS (16,8%) em relagdo ao grupo Ctrl. Apds tratamento com
IDE e IDE+LEDT, houve uma reducdo significativa deste indicador oxidativo (11,8% e
12,7%, respectivamente) em relacdo ao grupo mdxS (Fig. 32 A,B)
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Figura 32. Western Blotting do marcador de estresse oxidativo. A. Analise de Western Blotting de de adutos
de proteinas marcadas pelo 4-HNE do musculo quadriceps femoral dos diferentes grupos experimentas:
Camundongos C57BL/10 (Ctrl); camundongos mdx do grupo Sham (mdxS); camundongos mdx tratados com
LEDT (mdxL); camundongos mdx tratados com Idebenona (mdxI); camundongos mdx tratados com Idebenona e
LEDT (mdxI+L). Bandas correspondentes as proteinas (linha superior) e p-actina (linha inferior; usada como
controle). B. 4-HNE. O grafico mostra os niveis relativos de proteina dos grupos experimentais. Os resultados
estdo expressos como média + desvio padrdo. ° P< 0,05 difere do grupo Ctrl; *P< 0,05 difere do grupo mdxS.
One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey
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5.0 DISCUSSAO

No presente estudo, nds identificamos que a Idebenona combinada com a LEDT em
nossas condicdes experimentais, apresentou efeitos benéficos sobre as células musculares
distréficas e sobre o m. quadriceps femoral de camundongos mdx, atuando em diferentes
mecanismos de acdo como: processos de degeneracdo/regeneracdo, inflamacao, autofagia,
regulacdo do cdlcio, estresse oxidativo e parametros mitocondriais, como demonstrado na
(Fig. 33). N6s organizamos esses resultados em trés artigos cientificos.

O primeiro artigo cientifico foi publicado no peridédico Cell Stress and Chaperones e
estd intitulado: LED therapy plus idebenone treatment targeting calcium and mitochondrial
signaling pathways in dystrophic muscle cells (Anexo II). Constituiu dos experimentos
exploratdrios iniciais com os tratamentos LEDT e Idebenona sobre células musculares mdx,
analisando a citotoxidade celular para definicdo de dose, regulacdo do cdlcio, estresse
oxidativo e pardmetros mitocondriais. Foi demonstrado nesse artigo que as terapias
combinadas de LEDT e Idebenona mostraram resultados ligeiramente melhores do que os
tratamentos isolados em termos de SLN, OXPHOS e SIRT-1.

O segundo artigo cientifico foi publicado no periddico Plos one e estd intitulado:
LEDT and Idebenone treatment modulate autophagy and improve regenerative capacity in
the dystrophic muscle through an AMPK-pathway (Anexo III). Reunimos os experimentos
tanto in vitro quanto in vivo em termos de degeneracdo/regeneracado muscular e autofagia.
Esse estudo sugeriu que os tratamentos LEDT e IDE melhoraram a autofagia e preveniram a
degeneracdo muscular no musculo distréfico, principalmente pela ativacdo da AMPK e das
vias de sinalizacdo associadas. Foi relatado também que as terapias combinadas de LEDT e
Idebenona mostraram resultados ligeiramente melhores do que os tratamentos isolados em
termos de Ck muscular, Beclin, Parkin, AMPK, p-AMPK e mTOR.

O terceiro artigo estd em fase de escrita e estd intitulado: Photobiomodulation and
Idebenone inhibiting inflammation and oxidative stress via PGC-10/SIRT-1 in mdx mouse
skeletal muscle. Esta sendo abordado nesse artigo a histologia do m. quadriceps e analisados
marcadores inflamatorios, de estresse oxidativo e de biog€nese mitocondrial em animais
distréficos no estdgio inicial da doenca. Destaca-se a modulagdo do PGC-1a pelas terapias,

uma vez que estd associado com a regulacdo das EROs e de citocinas inflamatorias.
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Figura 33: Esquema dos efeitos do tratamento com Idebenona+LEDT. Cultura de células musculares
distréficas (estudo in vitro) e muisculo quadriceps femoral (estudo in vivo), quando comparadas com o grupo mdx
controle.

5.1 Efeitos colaterais dos tratamentos in vitro e in vivo

No presente estudo, analisou-se o efeito das terapias isoladas de Idebenona e LEDT
e/ou a associadas quanto a citotoxicidade celular nos modelos experimentais in vitro € in vivo,

através de ensaios bioldgicos tais como: MTT, Vermelho Neutro e andlise da massa corporal.

Com relacdo aos estudos in vitro, nossos resultados demonstraram que as doses
superiores a 0,14uM de Idebenona apresentaram reducdo da viabilidade celular em culturas de

células musculares C57BL/10 e mdx e que as doses de 0,06uM de Idebenona e 0,5J de LEDT,
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analisadas 48 horas apds o tratamento, ndo apresentaram citotoxicidade para essas células.
Colaborando com nossos resultados, foram observados efeitos benéficos apds administracao
de 0,05uM de Idebenona e 0,5J LEDT em culturas de células distréficas, sem apresentarem

efeitos citotoxicos (VALDUGA et al., 2022; ROCHA et al., 2022).

Em contrapartida, em outros tipos celulares foi visto que doses superiores a 0,14uM
ndo apresentaram reducdo da viabilidade celular, diferentemente dos nossos achados, como no
estudo de Arend e colaboradores (2015) que utilizaram a dose de 20uM de Idebenona em
cultura de células da retina e de Palumbo e colaboradores (2002), dos quais utilizaram-se da
concentracdo de 0,50uM em cultura de fibroblastos. Desta forma, sugere-se que a Idebenona
apresenta uma dose-resposta diferente dependendo do tipo celular. No entanto, com relagdo a
LEDT, foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa que independente do comprimento de
onda, a LEDT ndo apresentou efeito citotoxico sobre as células musculares de camundongos
mdx, demonstrando assim, ser uma terapia segura para a realizacdo de outros testes (ROCHA

et al., 2022).

Com relacdo aos estudos in vivo, nossos resultados demonstraram que todos os grupos
experimentais obtiveram ganho de massa corporal ao longo do periodo estudado,
demonstrando que o tratamento isolado de Idebenona e LEDT e/ou a associacdo das duas

terapias ndo apresentaram efeitos colaterais nas nossas condi¢des experimentais.

Na literatura, tem sido relatado que a Idebenona nas doses de 450 a 2250 mg
administradas por via oral por 14 dias diariamente, ndo apresentaram efeitos adversos graves
ou clinicamente relevantes em adultos do sexo masculino (Bodmer et al., 2009). Em um outro
estudo clinico, realizado com adultos, adolescentes e criangas, também nao foi relatado
toxicidade até a dose maxima de 75 mg/kg, sugerindo assim, que essa faixa de dose € segura
(DI PROSPERO et al, 2007). No presente trabalho, nos utilizamos a dose de 200 mg/kg
administrada por via de gavagem em animais C57BL/10 e em camundongos mdx, estando

dentro da faixa de dose sugerida.

O estudo realizado com a administragdo de Idebenona 200 mg/kg por 4 semanas em
camundongos mdx de 10 meses de idade relatou efeitos benéficos na protecdo cardiaca e
melhora no desempenho do exercicio sem apresentar efeitos adversos, o que nos levou a

considerar essa dose para nosso estudo experimental in vivo (BUYSE et al., 2015).

Com relacdo a aplicacdo da fotobiomodulagdo, trabalhos demonstraram efeitos
benéficos apds o uso da dose de 3], utilizando-se do dispositivo laser em camundongos mdx,

mostrando redugdo do estresse oxidativo e na modulacio da proteina distrofina (SILVA et al.,



84

2015; ALBUQUERQUE-PONTES et al., 2018). E observado também na literatura que os
parametros de LLLT e LEDT sdo vistos em diferentes modelos experimentais e em trabalhos
clinicos. No entanto, observa-se que a radiacdo no infravermelho é a mais utilizada para
estudos clinicos (FERRARESI et al., 2012; VIERA et al., 2012; BARONI et al., 2010; LEAL-
JUNIOR., 2009). Desta forma, para esse estudo, escolheu-se trabalhar com o dispositivo LED

na dose de 3J e no comprimento de onda de 850nm (infravermelho).
5.2 Efeito dos tratamentos sobre a analise funcional

O teste de forca muscular é uma ferramenta simples e ndo invasiva, projetada para
avaliar a condicdo da funcdo muscular. Através do teste grip strength € possivel analisar a
tracdo das patas dianteiras in vivo, a fim de compreender os possiveis beneficios dos

tratamentos em relacdo a atividade muscular (GROUNDS, 2008).

Nas nossas condi¢cdes experimentais, ndo foi possivel observar diferengas estatisticas
significativas entre os grupos ao longo do periodo estudado, embora tenha-se observado um
aumento no ganho de for¢a dos grupos Ctrl, mdxL e mdxI+L de 23%, 7,1% e 7,1%
respectivamente, quando comparados entre o inicio e final do tratamento, o que difere dos
resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (DA SILVA et al., 2021; HERMES et al.,
2019; MANCIO et al., 2017), sugerindo entdo que o papel da Idebenona na protegio muscular

ndo ¢ suficiente para o ganho de forca muscular.

Quanto a aplicacao da LEDT, apesar de ser pontual, seus efeitos podem ser sistémicos.
Ja é relatado na literatura efeitos sist€émicos apds o uso do dispositivo laser que, apesar de ser
local, é capaz de liberar fatores de crescimento e citocinas na circulacdo sanguinea (COELHO
et al., 2014; SCHINDL et al., 2002). No entanto, em nossas condi¢des experimentais nao foi
possivel observar alteragdes sistémicas em termos de forca muscular das patas dianteiras apos

irradiacao com LEDT.
5.3 Efeito dos tratamentos no processo de degeneracio/regeneracao muscular

Na DMD, as fibras musculares sofrem ciclos repetidos de degeneracdo e regeneracgao,
levando a exaustdo das células satélites, responsaveis pela capacidade regenerativa e atrasos
na diferenciacdo celular (DUMONT et al., 2015; WHITEHEAD et al., 2006). Esses processos
podem ser mensurados em estudos pré-clinicos para avaliar a progressdo da doenca

utilizando-se de andlises morfoldgicas, bioquimicas, histologicas e proteicas.

A quantificagdo do nivel sérico de CK € amplamente utilizada como biomarcador para

deteccdo de distrofias musculares, estando presente tanto em humanos quanto em
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camundongos mdx (BURDI et al., 2009; DE LUCA et al., 2008). Em pacientes com DMD,
sdo observadas alteracdes de 50 a 100 vezes acima dos limites superiores dos valores de
referéncia (ENGEL et al., 2004). No entanto, o ensaio pode sofrer influéncias de fatores
como: idade, atividade fisica e tratamentos farmacoldgicos, o que implicaria na sua utilizacao
como uma andlise complementar para acompanhar a progressdao da doenca (HASHIM et al.,

2011).

Uma vez que a mionecrose também causa alteragdes histoldgicas, € possivel medir a
extensdo das miofibras danificadas em estudos pré-clinicos, através de andlise morfolégica
das fibras musculares coradas por HE, uma vez que, as miofibras regeneradas em
camundongos mdx sdo identificadas pela presenca de niicleos centrais (GROUNDS, 2014).
Através de técnicas como imunofluorescéncia é possivel identificar também o influxo de
substancias (corantes ou proteinas) que permanecem no sarcoplasma, através do sarcolema

danificado, como o IgG (CALL et al., 2013).

Em nossos estudos, observou-se que os niveis séricos de CK estavam elevados nos
grupos mdx quando comparados com o grupo controle; concomitantemente houve uma
reducdo dos niveis de CK muscular, aumento da porcentagem de fibras positivas ao IgG,
fibras com nucleos centrais, aumento do didmetro dessas fibras e acimulo de tecido fibroso,
sugerindo assim, presenca de mionecrose como resultado da distrofinopatia, de acordo com a

literatura (GROUNDS, 2008).

Em relac@o ao tratamento com a Idebenona, nés observamos uma reducdo dos niveis
séricos de CK e em relac@o aos outros parametros analisados, nds observamos que as terapias
isoladas de Idebenona e LEDT e/ou associadas apresentaram efeito protetor contra a
mionecrose, através da diminuicdo significativa de fibras positivas ao IgG, redugdo de fibras
musculares com nucleo central e o aumento concomitante de fibras com nucleos periféricos,
reducdo do didmetro de fibras com nucleos centrais e reducdo da fibrose no misculo

quadriceps femoral analisado.

Os efeitos benéficos na protecdo contra a mionecrose observados neste estudo podem
ser explicados em partes pela acdo antioxidante da Idebenona e da LEDT, uma vez que os
danos no sarcolema também ocorrem via peroxidacdo lipidica (BURDI et al., 2006;

MESSINA et al., 2006).

E visto na literatura que tanto a LEDT quanto a Idebenona foram capazes de reduzir a
peroxidacao lipidica, induzida pelo estresse oxidativo, em diferentes modelos experimentais

(DA ROCHA et al,, 2023; AVCI et al., 2021; DOS SANTOS, 2017; LIN et al., 2015).
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Consistente com os achados anteriores, nossos resultados também demonstraram reduciao do

marcador 4-HNE tanto in vitro quanto in vivo, o que corrobora com nossa hipédtese.

No presente estudo, também descobrimos que os tratamentos com Idebenona e LEDT
levam a uma diferenciacdo avangcada no musculo distréfico, pela regulagdo negativa dos
niveis de MyoD e pela regulacdo positiva dos niveis de miogenina. Esses dados estdo de
acordo com estudos anteriores, que demonstraram melhora na expressdo de miogenina no
musculo de modelo murino apds envenenamento por cobra Bothrops jararacussu apos
aplicacdo de FBM (VIEIRA et al., 2021) e modula¢cdo dos fatores reguladores miogénicos
ap6s multiplos comprimentos de onda de LEDT (DA ROCHA et al., 2022). Além disso,
também identificamos a regulacdo negativa dos niveis de MHC de cadeia rdpida e a regulacdo
positiva dos niveis de MHC de cadeia lenta apds o tratamento com IDE e LEDT. Esta € uma
descoberta interessante, uma vez que as fibras de contragdo répida sofrem mais danos do que

as fibras de contracdo lenta no muisculo distréfico (WEBSTER et al., 1988).
5.4 Efeito das terapias no processo de inflamacao

A resposta inflamatdria exacerbada € outro fator contribuinte para a mionecrose das
fibras musculares distréficas, observado tanto em pacientes DMD quanto em camundongos
mdx (RADLEY et al., 2008; RADLEY et al., 2006; HODGETTS et al., 2006; TIDBALL et
al., 2005). Em um estado normal, a inflamag¢do tem um papel importante de remover
miofibras danificadas e ativar o programa de reparacdo muscular, no entanto, em um estado
inflamatério cronico como ja estabelecidos nos musculos distréficos, ocorre a degeneragao
das miofibras através da superproducao do fator nuclear — kB (NF-kB), e de citocinas como o
fator de necrose tumoral (TNF) e a desregulacdo de macréfagos M1/M2 (VILLALTA et al.,
2011; CHEN et al., 2005).

O TNF € uma citocina pré-inflamatoria, sintetizada por macréfagos, células T,
mastdcitos e fibroblastos. E uma proteina de interesse farmacéutico para estudos com DMD,
visto que o bloqueio dessa citocina pode promover melhoras no fenétipo distréfico, reduzindo

a necrose muscular (BENNY KLIMEK et al., 2016; GROUNDS & TORRISI, 2004).

A ativagdo do fator de necrose tumoral (NF-xB), ¢ outra via que tém um papel
proeminente na resposta inflamatdria em musculos distréficos, responsavel pela ativacdo do
processo de transcricdo e expressdao de TNF, IL-1f, IL-6 e outros mediadores inflamatdrios

(TIDBALL et al., 2018).

No presente estudo, observou-se em relacdo aos efeitos da Idebenona e da LEDT, uma

reducdo significativa nos pardmetros inflamatorios analisados, como na demarcagdo da drea
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inflamatéria no muisculo quadriceps femoral e redugcdo dos niveis de TNF e NF-«xB. Esses
resultados morfolégicos e moleculares observados, corroboram com a eficicia anti-
inflamatodria dos tratamentos aqui estudados encontrados na literatura.

Em relacdo a fotobiomodulagdo, € descrito que o seu efeito anti-inflamatério pode
estar atrelado 2 modulagio das EROs e de outras vias de sinalizacdo como NO, AMPc e Ca**
(HAMBLIN, 2017). N6s observamos em nosso estudo que a LEDT foi capaz de modular as
EROs (H202, 4-HNE e 0% e a concentracio de cdlcio intracelular (Fluo-4), o que

corroboraram para a compreensao de seu mecanismo de acao frente ao processo inflamatorio.

Efeitos positivos anti-inflamatérios, também foram vistos em relacdo a Idebenona em
diferentes modelos experimentais, tais como: lipus (BLANCO et al., 2020), neuroinflamacao
(PENG et al., 2020), colite ulcerativa (SHASTRI et al., 2020) sepse (HILL et al., 2009),
nanotoxicidade (FADDA et al., 2018) e aterosclerose (JIANG et al., 2020). Este efeito nao
pode ser explicado apenas pela atividade antioxidante ou normalizacdo do fornecimento de
energia, mas também pela acdo da Idebenona em prevenir a liberacio de mtDNA e a
subsequente ativacdo do inflamassoma LNRP3, interferindo nos primeiros estidgios da cascata

pré-inflamatéria (PENG et al., 2020).
5.5 Efeito dos tratamentos no processo de autofagia

Virios estudos sugeriram que a autofagia desempenha um papel essencial na
manutencdo da homeostase muscular, e a sua desregulacdo tem sido associada a atrofia
muscular e miopatia (XIA et al.,, 2021). Neste estudo, detectamos que o tratamento com
LEDT e IDE modula o fluxo autofigico aumentando os niveis de SQSTM1/p62, Beclin e
Parkin. O tratamento com LEDT e IDE desencadeia a autofagia em fibras musculares
distréficas, regulando positivamente as vias AMPK e TGF-f ou suprimindo a sinaliza¢do de

NF-kB, conforme resumido na (Fig. 34).

As vias de sinalizacio da AMPK desempenham um papel importante na
sobrevivéncia, proliferacio e metabolismo celular. Além disso, a AMPK tem algumas
ligacdes com os genes centrais da via autofagica (ZHU et al., 2021). Descobrimos que o
tratamento com IDE e LEDT ativou a via da AMPK, regulando positivamente os niveis de p-
AMPK. De acordo com nossos resultados, um estudo anterior mostrou que o FBM
desencadeou a via AMPK/PGC-1la para reparar a bioenergética mitocondrial € promoveu
efeitos neuroprotetores apds lesdo medular (ZHU et al., 2021). Também foi relatado que a
ativacdo da AMPK estimulou a autofagia e melhorou a distrofia muscular no musculo

diafragma de camundongos mdx (PAULY et al., 2009).
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A ativagdo da AMPK induz a autofagia através de pelo menos dois mecanismos no
musculo esquelético: regulacdo negativa da mTOR e ativacdo da ULK1 (Unc-51-Like Kinase
1, um ortélogo mamifero de Atgl) por fosforilacdo direta (WANG et al., 2022; LEE et al,,
2010). No presente estudo, o tratamento com LEDT e IDE induziu a autofagia em fibras de
células musculares distréficas, mas nao foi associado a evidéncias de inibicio de mTORCI.
Assim, especulamos que a autofagia induzida por IDE + LEDT em nossas condi¢des
experimentais pode ter ocorrido, pelo menos em parte, através de um mecanismo
independente de mTOR. E possivel que isso envolva potencialmente a fosforilagdo direta de
ULKI1 pela AMPK, conforme sugerido por trabalhos anteriores (EGAN et al., 2011; KIM et
al., 2011; LIU et al., 2001).

Virios estudos também demonstraram que a autofagia estd sujeita a influéncia de
multiplos fatores de transcri¢ao, como TGF-3 e NF-kB (XIA et al., 2021). O TGF-f tem papel
importante na regulacdo da massa muscular, proliferacdo e diferenciacio de mioblastos,
também foi relatado que ativa a autofagia (LEE et al., 2010; SCHABORT et al., 2009; LIU et
al., 2001). Em relacdo ao NF-«B, esse fator pode estimular e inibir a autofagia (por exemplo,
a sinalizacdo do NF-kB pode ativar a mTOR, promovendo a expressdo do inibidor da
autofagia) (XIA et al., 2021). Além disso, o NF-kB também esta relacionado a fraqueza
muscular tanto em condi¢des fisioldégicas quanto fisiopatoldgicas, intensificando
primeiramente, a expressao de proteinas relacionadas ao sistema ubiquitina-proteassoma, o
que estimularia a perda do musculo esquelético; por segundo, € responsdvel por aumentar a
expressdo de diversas citocinas pré-inflamatérias, que agravariam a perda muscular
esquelética; e finalmente, uma vez ativado pode dificultar a regeneracdo das miofibras em
resposta a danos (LI et al., 2008). Portanto, nossos resultados em relacdo ao TGF-$ ¢ NF-kB
também podem contribuir para a modulacdo da autofagia em células musculares distroficas
tratadas com LEDT e IDE. Além disso, € importante destacar que a regulacdo positiva do
TGF-B (KHAN et al., 2021) e a regulagdo negativa do NF-«B pelo FBM (DA ROCHA et al.,
2022) e IDE (VALDUGA et al., 2023) ja foram observadas. No entanto, a compreensdo do
papel do TGF-B e do NF-«xB na autofagia muscular ainda ¢ limitada, uma vez que a maioria

dos estudos se concentra no cancer, sendo necessdrias investigacdes mais aprofundadas.
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Figura 34: Representacio esquematica da autofagia apds tratamentos com Idebenona+LEDT. Fonte:

autoria
5.6 Efeito das terapias nas vias de regulaciao do calcio

Embora os mecanismos envolvidos na DMD sejam complexos e multifatoriais, a
desregularizacdo das concentracdes dos fons de Ca®* é um dos principais contribuintes para o
inicio e progressdo da doenca, estando associado com a ativagcdo de enzimas hidroliticas, bem
como alteracdes mitocondriais, fatores estes que acabam resultando em necrose da fibra

muscular (MAREEDU et al., 2021).

Nas nossas condi¢des experimentais, observamos que o tratamento com IDE e LEDT
diminuiu a concentracdo de [Ca®*]i nas células musculares mdx. Concomitantemente, foi
observado diminui¢do dos niveis de sarcolipina (SLN), um achado significativo para este
estudo, uma vez que, estudo anterior demonstrou correlacdo entre a melhora na homeostase

do Ca”* citosélico em camundongos mdx sem SLN (TANIHATA et al., 2018).

A SLN é um importante regulador da ATPase de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA), que € exclusivamente expressa no musculo estriado de todos os mamiferos
(VANGHELUWE et al., 2005). Um estudo anterior forneceu evidéncias de que a regulacio
positiva da SLN estd relacionada com a disfungdo da SERCA nos musculos esqueléticos e
cardfacos da DMD (VOIT et al., 2017). Além disso, camundongos knockout para SLN
apresentaram um aumento na fungdo da SERCA (BOMBARDIER et al., 2013; TUPLING et
al., 2011).
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O aumento da atividade ou expressio da SERCA apresenta um alto potencial
estratégico de uso farmacoldgico para o tratamento do musculo esquelético distréfico e de
doencas metabdlicas, uma vez que a SERCA ¢é responsavel por remover > 70% de Ca** do
citosol (NOGAMI et al., 2021; KANG et al., 2016). Além do mais, diferentes estudos vém
mostrando que maiores expressdes de SERCA podem aumentar a geracdo de forca e
capacidade de exercicio em camundongos distréficos e proteger o muisculo da perda de fungao
induzida por contragdo excéntrica e estresse oxidativo (NOGAMI et al., 2021; LINDSAY et
al., 2020; QAISAR et al., 2019). E importante destacar que no presente estudo que
observamos um aumento nos niveis de SERCA 1, que € a isoforma primdria expressa no
musculo esquelético de contracdo rdpida (WU & LYTTON, 1993). No entanto, também

encontramos uma reducdo nos niveis de SERCA 2.

A acdo da SERCA no musculo esquelético € regulada por proteinas inibitdrias, como a
SLN (como mencionado anteriormente) e a fosfolamban (PLN) (GAMU et al., 2020). Estudos
in vivo descobriram que o PLN se liga preferencialmente a SERCA 2, que € altamente
expressa no musculo cardiaco e de contracdo lenta (FAJARDO et al., 2013; BABU et al,,
2007). Por outro lado, a SLN tem sido associada a SERCA 1 (MACLENNAN et al., 1973).

Assim, esses estudos anteriores podem colaborar com nossos achados sobre SERCA e SLN.

Ainda em relacdo as vias de sinaliza¢ao do cdlcio, encontramos redu¢do nos niveis de
calpaina-1 e calsequestrina apds tratamento com Idebenona e LEDT. J4 estd bem
estabelecido que o aumento de [Ca’*]i poderia ativar calpainas, promovendo assim a perda
muscular através do aumento da protedlise em musculos distréficos (SPENCER et al., 1995).
Além disso, foi relatado que as fibras musculares mdx isoladas exibem maior protedlise
mediada pela calpaina quando comparadas com fibras musculares normais (GAILLY et al.,
2007). Assim, almejar uma reducio nos niveis de calpaina € uma abordagem promissora no
tratamento da DMD. Por outro lado, a calsequestrina (a proteina de ligacdo ao célcio mais
abundante) apresentou niveis mais elevados nos musculos poupados de camundongos mdx
(PERTILLE et al., 2010). Porém, em nossas condi¢des experimentais, observamos reducao
nos niveis de calsequestrina, sugerindo que a diminuicdo de [Ca*']i, por outras vias, ap6s

tratamento com Idebenona e LEDT, reduziu a necessidade de sua regulacdo positiva.
5.7 Efeito das terapias nas vias de regulacio mitocondrial e estresse oxidativo

A disfuncdo mitocondrial € outra via que estd comprometida em musculos distréficos
(ROBERT et al.,, 2001). Um dos mecanismos propostos para o colapso do metabolismo

energético celular na DMD, est4 relacionado com a desregulacio dos niveis de calcio que, em
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condicdes patolégicas, leva a uma geracdo acelerada de EROs, abertura do poro de transicao
de permeabilidade mitocondrial e sobrecarga mitocondrial (GAGLIANONE et al., 2019).
Além disso, o excesso de EROs, contribui também para o estresse oxidativo em musculos

distréficos (KYRYCHENKO et al., 2015).

No presente estudo, utilizando tratamento com Idebenona e LEDT, observamos
melhora da capacidade oxidativa em células musculares distréficas, pelas andlises de OCR e
OXPHOS. Concomitantemente, também encontramos niveis reduzidos de EROs e
peroxidacdo lipidica apds o tratamento. Um mecanismo principal do efeito benéfico da
Idebenona esta relacionado a sua capacidade de modular a atividade dos complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial, bem como a sua capacidade de proteger as membranas contra a
peroxidacdo lipidica (MUSCOLI et al., 2002). Em relacdo a LEDT, jia € bem conhecida a
melhoria da fun¢do mitocondrial pela estimulacdo direta da cadeia transportadora de elétrons
(SALECHPOUR et al., 2018b). Virios estudos mostraram que a FBM pode melhorar as
funcdes mitocondriais, aumentando o ATP e o potencial de membrana mitocondrial e

diminuindo a producido de EROs (SALECHPOUR et al., 2018a, 2018b, 2017).

A via de sinalizacdo entre a desacetilase-1 NAD dependente (SIRT1), o receptor
ativado por proliferador de peroxissoma (PPARs) e o coativador-1a do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma (PGC-1a) poderiam ser outra explicagao possivel para a redugdo
das EROs observados em células musculares distréficas. O PGC-1a ¢ o principal regulador da
biogénese e funcdo mitocondrial em varios tecidos (HANDSCHIN & SPIEGELMAN, 2006)
e € regulado por PPARs e SIRTI1 (CANT() & AUWERX, 2009). Em nosso estudo, o
tratamento com Idebenona e LEDT aumentou os niveis de SIRT1, PPARS e PGC-1a tanto in
vitro quanto in vivo. Recentemente, nosso grupo de pesquisa também relatou a correlacio
entre niveis elevados de PGC-1a ¢ a reducdo do estresse oxidativo no musculo distrofico
tratado com antioxidantes (MIZOBUTI et al., 2022; SILVA et al., 2021). Em relacdo a
Idebenona, um estudo anterior, colaborando com nossos resultados, mostrou que este
antioxidante pode influenciar positivamente a biogénese mitocondrial, aumentando a
expressaio do gene PPARGCIA em células-tronco pluripotentes de humanos
(AUGUSTYNIAK et al., 2017). De acordo com nossos resultados, estudos anteriores
demonstraram que a FBM pode induzir a biogénese mitocondrial pelo aumento de SIRT1 e
PGC-1a nas células musculares C2C12 (NGUYEN et al., 2014) e em modelo animal de
isquemia cerebral transitoria (SALEHPOUR et al., 2019).
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6.0 CONCLUSAO

Diante do exposto, os resultados demonstram os efeitos benéficos do tratamento com
Idebenona e LEDT, administrados isolados ou em conjunto no modelo experimental
distréfico. Os tratamentos in vitro e in vivo ndo apresentaram toxicidade para as fibras
distréficas, com relacdo a viabilidade celular e ganho de peso. No que diz respeito a
compreensdo da acdo desses tratamentos no fendtipo distréfico, foi observado que ambas as
terapias modulam o cdlcio e as vias de sinalizagdo mitocondrial, como SLN, SERCA 1 e
PGC-1a, PPARS, mas que em conjunto elas apresentaram melhores resultados em termos de
SLN, OXPHOS e SIRT-1 em cultura de células primérias de mdx; no entanto mais estudos
sdo necessarios em modelo animal em termos da via de cdlcio para comprovar esses achados.
Com relagdo ao processo autofdgico e o processo de degeneracdo muscular, foi observado in
vitro e comprovado in vivo que os tratamentos com LEDT e Idebenona em conjunto modulam
marcadores de autofagia (AMPK, p-AMPK, SQSTMI1, mTORCI1, NFkB) e atuam na
capacidade regenerativa no musculo (Miogenina, MyoD, MHCfast, MHCslow), observando

uma melhora no CK (marcador de mionecrose).

Para resumir, nosso estudo sugere que os tratamentos em conjunto atenuam os efeitos
deletérios causados pela patologia caracteristica do camundongo mdx. Seus efeitos podem-se
dar através de atividades distintas: (1) atividade antioxidante direta sobre espécies reativas de
oxigénio, que consequentemente reduz o processo inflamatério e melhora a regeneracio
muscular; (2) modulacdo de sinalizadores de célcio, com subsequente melhora mitocondrial e
reducdo das EROs (3) modulagdo do regulador de biogé€nese mitocondrial e complexos da
cadeia respiratéria de oxigénio com melhora da atividade mitocondrial e (4) Modulacdo de
reguladores de autogia com consequente melhora mitocondrial e da capacidade regenerativa
msucular. Esses efeitos benéficos da associac@o das terapias fotobiomoduladora e antioxiante
no estagio inicial da doenga sdo potenciais terapias para a DMD, sendo um complemento ou

uma alternativa terapéutica vidvel para futuros estudos clinicos.
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8.0 ANEXOS

8.1 Anexo I — Certificado de aprovaciio da Comissio de Etica no Uso de Animais.

L

CEURAIM AP

)

CERTIFICADO

Cartificarmos que B proposis intitulada Aspectos multifatorials da Distrofia Muscular de Duchenne: estudo da
fotobiomodulacio & da terapla antioxidante in vitro @ In vivo, registrada com o n® 5§603-1/2020, sob a

responaabildace de Prof. Dr. Elaing Minatel & Heloina Mathallié Mariano da Sitva. que envolve a produgio
manuiencao ol utilizacio de animais pertencantes ao filo Chomdsta. subfio Vertebrata (exceto o homem) para fine
da pesguizs clentifica (ou ensino), enconbra-ge de aoondo com o8 preceiios da LEI N® 11.784, DE 8 DE OUTUBRO
DE 2008, que estabelece procedimentes para o uso centifico de animals, do DECRETO N 6.8858, DE 15 DE
JULHO DE 2008, & com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacio Animal
{CONCEA). tendo sido aprovada pela Gomiss&o de Etica no Uso de Animals ds Universidade Estadual de
Campinas - CEFA/UNICAMP, am reunido de 18082020,

Fineliads: I Enaing [ ] Pasquisa Claniifica
| Vigéncia do projeto: O1/F L2230 a 20422024
| Wigéncia da autorizacio para manipulagdo animal: | 1R082020 o 29022424
Espécie | linhagem/ raca: Cammindongn isogénca /| O3 THL10-Dmdmds PasUnb
Mo. de animais: n
Idade/Peso: 2R Dias /WL Ciramas
Saxo: 15 Machos 15 Femeas
Espécie | linhagem/ raca: Camundongo sepénuco { CSTHL 1 05:C0 Paslinib
Mo. de animais: L
Idade/Peso: ZHAN Dias (1000 Cramas
Samxo: 15 Machos 15 Fomeas
Espécie | linhagem/ raca: Camundongn megénioo / CETHL 105cCr/Paslimb
Mo. de animais: 2K
idade/Feso: 1444 Dims ¢ 10 Ciramas
Sexo: 14 Machos 14 Femens
Espécie | linhagem raca: Camundones sopénice | C5THL10-Dnsdmedz/ PasUimb
Ho. de animais: FELL
Idade/Feso: 1400 Duas | 10000 Cirmimos
Saxo: T Machos T Fémeos
| Origam: CEMIB
| Biotério onde serdo mantidos os animals: Hsvténio da Anstomiz, Aren de Anstomin, DREF, IRATNICAMP

A aprovacso pela CEUAMUNICAMP ndo dispansa autorizacdo a junto ao IBAMA SISBIO ou ClBlo e &
restrita 8 protocolcs desenwvolvidos em bioténos & laboratdrios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 28 de sutubro de 2020.

Prof. Dr. \Wagner Joza Favam Rosangela dos Santos

Presidents Secretdna Executive
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Documenio asmado. Verdicar asentiodade sm sigad unicamp brivesifica
Informmar codigo TARZBETD FTAMMATE S8CEOFN) BFEAFEBE
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CERTIFICALD CELMA o™ 1272030

Docements assinado elefronicaments por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA CEUAUNICAMP,
em 2102020, 8s 09-38 horas, conforme Art. 10§ 2° da MP 220073001 & Ar. 1% da Resoluglo GR 542017

Docwements assinado eletronicaments por WAGHER JOSE FAVARD, PROFESSOR DOUTOR 1, em 04/11/2020, &s 13:53
horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 220072001 e Art. 1% da Resolugso GR 5403017,

A autenticidade do documento pode ser confenda no sits:
?Eﬂn.unluagir.un".'enﬂca. informando o codigo vericador: %

628670 FTAD4ETE BACEOF20 BES3FER
el
@ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ? ]
Comissao de Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP

Certificamos que HELOINA NATHALLIE MARIANO DA SILVA concluiu o curso
online Legislacio e procedimentos para utilizacio de animais de laboratorio, oferecido
pelo Instituto de Biologia da UNICAMP e pela Comissao de Etica no Uso de Animais
de Laboratorio - CEUA/UNICAMP.

Este certificado tem validade de 02 (dois) anos a partir da data de emissao.

Campinas, 23 julho 2020,
: p | j -
e AN jf: Lo AT
Prof. Dr. Wagner José Favaro

Professor Assistente Doutor
Presidente da CEUA/UNIC AMP
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LED therapy plus idebenone treatment targeting calcium
and mitochondrial signaling pathways in dystrophic muscle cells

Heloina Mathalli& Mariano da Silva' - Daniela Sayuri Mizobuti' - Valéria Andrade Pereira’ -
Guilherme Luiz da Rocha" - Marcos Vinicius da Cruz"? - André Gustavo de Oliveira’? - Leonardo Reis Silveira®? -
Elaine Minatel' &

Regeived: 17 May 3023 [ Revised: 20 July 7023 / Accepled: 7 August 2023 / Published ondine: 14 August 2023
© The futhor(s), whder scliesive Sence 16 Call Streas Society Intemational 2023

Abstract

Intracellular calcium dysregulation, oxidative siress, and mitochondrial dysfunction are some of the main pathwiy contriba-
tors wwards disease progression in Duchenne muscular dystrophy {DMD). This study is aimed at investigating the cffects of
light emitting diode therapy (LEDT) and idebenone antioxidant treatment, applied alone or together in dystrophic primary
mascle cells from sy mice, the experimental model of DMD. May primary muscle cells were submitted to LEDT and
idebenone trestment and evaluated for cytotoxic effects and calcium and mitochondrial signaling pathways, LEDT and ide-
benone reamment showed no cytotoxic effects on the dystrophic muscle cells. Regarding the calcium pathways, afier LEDT
and idebenone treatment, o significant reduction in intraceliular culcium content, calpain-1, calsequestrin, and sarcolipin
levels, was observed. In addition, & significant redection in oxidative stress: level markers, such as HoO,. and 4-HNE lev-
els, was observed. Regarding mitechondrial signaling pathaays, a significant increase in oxidative capacity {by OCR and
(XPHOS levels) was obsarved. In addition, the PGC- Lo, SIRT-1, and PPARS levels were significantly higher in the LEDT
plas idebenone treated-dystrophic muscle cells. Together, the indings suggest that LEDT and idebenone treatment, alone
or in conjunction, can modulate the calcium and mitochondnal signaling pathwiays, such as SLN, SERCA |, and PGC-la,
contributing towards the improvement of the dystrophic phenotype in mdx muscle cells. In addition, data from the LEDT
plas idebenone treatment showed slightly better resulis than those of each separate treatment 1o terms of SLN, OXPHOS,
and SIRT-1.

Keywords Dwystrophic muscle cells - Photobiomodulation - Caleium signaling - Oxidative stress - Mitochondrnal paremeters
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RESEARCH ARTICLE

LEDT and Idebenone treatment modulate
autophagy and improve regenerative capacity
in the dystrophic muscle through an AMPK-
pathway

Heloina Nathallié Mariano da Silva, Evelyn Mendes Fernandes. Valéria Andrade Pereira,
Daniela Sayuri Mizobuti, Caroline Covatti, Guilherme Luiz da Rocha, Elaine Minatel > *

Diepartment of Struchursd and Functional Biology, nstiuts of Bicloay, Universsty of Camginas, Campinas,
Brazil

= e alel O utl camp. by

Abstract

Purpose

Considering the difficulties and challenges in Duchenne muscular dystrophy (DMD) treat-
mend, such as the advarse effects of glucocorticoids, which are the main medical prescrip-
tior used by dystrophic patients, new freatment concapts for dystrophic therapy are very
necessary. Thus, in this study, we explore the eflects of photobiomodulation (PBM; a non-
invasive tharapy) and Idebanone (IDE) treatment (a polent antioxidant), applied alons or in
association, in dystrophic muscle cells and the quadriceps muscle, with special facus on
autophagy and regenerative pathways.

Methods

For the i vitro studies, the dystrophic primary muscle cells received 0.5J LEDT and 0.06uM
IDE; and for the in wivo studies, the dystrophic quadriceps muscle received 2J LEDT and the
rmdx mice were treated with 200mgkg IDE.

Results
LEDT and |DE treatmant modulate autophagy by increasing autophagy markers (SQOSTM1/
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As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou submetidos para

publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, que constam da

minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada “ASPECTOS MULTIFATORIAIS DA
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