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RESUMO

GAIAD, T. P. Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) como modelo
morfofuncional da reparacao tecidual na Distrofia Muscular de Duchenne. [Golden
Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) as morphofunctional model of the tissue repair on
Duchenne Muscular Dystrophy]. 2009. 104 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdao Paulo, 2009.

A fisioterapia motora vem sendo empregada como terapia de suporte para as distrofias
musculares, porém, seu efeito no musculo distrofico e na fungdo motora global precisa ser
melhor compreendida para direcionar os tratamentos. Esta pesquisa objetiva elucidar o papel
da fisioterapia motora na deposicao de coladgeno muscular, bem como em alguns parametros
cinematicos e dinadmicos da marcha do modelo Golden Retriever Muscular Dystrophy
(GRMD). Fragmentos do musculo biceps femoralis foram coletados por biopsia de cinco
animais GRMD de mesma idade para andlises por microscopia de luz e imuno-histoquimica.
A marcha dos animais foi registrada por cameras de video e as Forgas de Reacao do Solo
(FRS) nos sentidos vertical (Fy), craniocaudal (Fx) e mediolateral (Fz) coletadas utilizando
uma plataforma de forga Kistler AG (9287A/100Hz) com os valores normalizados pelo peso
corporal. Dois animais (tratados: TD) participaram do protocolo de fisioterapia que consistiu
de atividade de marcha com velocidade controlada em area de 288 metros, 3 vezes/semana
durante 12 semanas. Os animais controles (CD) mantiveram sua rotina de atividades didrias.
A coleta I foi considerada como tempo zero (t0) com n=5 e o tempo apos a fisioterapia (t1)
como coleta II. As andlises estatisticas consideraram p<.01. Foi realizada Imuno-histoquimica
anti-colagenos tipo I, III (Calbiochem®) e IV (Bioreagents®). As caracteristicas
histopatologicas foram observadas no t0. Os CD apresentaram fibras hipercontraidas no tl,
ndo observadas nos TD. Os colagenos do tipo I e III foram os mais presentes e aumentados.
No tl, feixes espessos de coldgeno do tipo I foram observados no endomisio dos TD,
comparado ao t0. Os animais GRMD apresentaram velocidade lenta de marcha no t0 (0.64
m.s") com diminuicio da mesma no tl para os TD (0.45 m.s™). No tl, os TD apresentaram
diminui¢do da ADM do quadril (p<.0001), bem como do ombro (p<.05). O joelho e carpo dos
animais foram as articulagdes com maiores ADM durante a marcha. Houve aumento da forga
vertical (Fy) dos membros toracicos e pélvicos dos TD e CD no tl comparada ao t0. Os CD
mostraram aumento do tempo de suporte dos membros tordcicos no tl. A forga propulsiva

(Fx) dos animais GRMD estava diminuida no t0, ndo mostrando sofrer influéncia da



fisioterapia. A forcamedial (Fz") do membro toréacico dos TD mostrou aumento no t1 quando
comparada aos CD (p<.0001). Os animais tratados apresentam diminuicdo da flexibilidade e
menor regeneracdo do tecido muscular em comparagd0 aos animais ndo tratados.
Funcionamente, a fragueza muscular dos animais distroficos reflete em uma marcha lenta,
com caracteristica de sobrecarga e dificuldade de avancar com o corpo. Além destas
caracteristicas, os TD apresentam menor amplitude de movimento articular proximal quando
comparado ao t0. A fisioterapia motora aplicada acelera as alteracbes morfoldgicas no
musculo distréfico sem interferir na progressdo das disfun¢des de marcha no modelo canino
da distrofia muscular.

Palavras — chave: Distrofina muscular. Modelo GRMD. Colédgeno muscular. Andlise de

marcha. Biomecanica.



ABSTRACT

GAIAD, T. P. Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) as morphofunctional
model of the tissue repair in Duchenne Muscular Dystrophy. [Golden Retriever Muscular
Dystrophy (GRMD) como modelo morfofuncional da reparacdo tecidual na Distrofia
Muscular de Duchenne]. 2009. 104 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Physiotherapy has been widely used as support treatment for muscular dystrophies. Its effect
on dystrophic muscle and global function should be better understood to guide treatments.
This study aims to understand the role of motor physical therapy on muscular collagen
deposition and some kinematics and dynamical parameters of gait of the Golden Retriever
Muscular Dystrophy (GRMD) model. Five GRMD dogs with the same age had fragments of
biceps femoralis collected by biopsy for light microscopy and Immunohistochemistry
analysis. Gait of the dogs were video recording for kinematics analysis and Ground Reaction
Forces (GRF) in vertical (Fy), craniocaudal (FX) and mediolateral (FZz) direction were collect
using a Force Plate Kistler AG (9287A/100Hz) and normalized for body weight. Two animals
(therapy dogs: TD) underwent a protocol which consisted of velocity controlled walking
activity in an area of 288 meters total length, 3 times/week per 12 weeks. Control dogs (CD)
maintained their daily routine. Zero time (t0) is considered at collect I (n=5) and time after
therapy (t1) - collect II. Statistical analysis considered p<.01. Immunohistochemistry anti-
collagen types I, III (Calbiochem®) and IV (Bioreagents®) were performed. Histopathology
features were observed at t0. CD presented hypercontracted fibers that were not observed on
TD at tl. Collagen types I and III were the most increased ones. At tl, thicker tracts of
collagen type I were observed at the endomysium of TD compared to t0. GRMD dogs
presented slow velocity of gait (0.64 m.s™) at t0 and there were a decrease of this velocity of
TD at t1 (0.45 m.s™). Hip ROM was decrease at t1 (p<.0001), as well as the shoulder ROM
(p<.05) for TD. Stifle and Carpal ROM presented the highest active ROM during gait of
dystrophic dogs. Fy of thoracic and pelvic limbs at t1 of TD and CD was higher than t0. CD
presented increase of support time of thoracic limbs at t1 (49 to 53%). Propulsive force (Fx")
of GRMD dogs were decrease at t0, with no effect of physical therapy. Medial force (Fz") of
TD thoracic limbs were higher at t1 when compared to CD (p<.0001). TD presents less

muscular flexibility and regeneration when compared to CD. Functionally, the muscular



weakness of dystrophic dogs reflects a gait with slow velocity, overloaded and difficulty to
goes forward. Moreover, TD presented lower range of motion of the proximal joints when
compared to t0. The applied motor physical therapy accelerates the morphological alterations
on dystrophic muscle without stop the gait disorders of the canine model of Duchenne

muscular dystrophy.

Key-words: Muscular dystrophy. GRMD model. Muscular collagen. Gait analysis.

Biomechanics.
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1 INTRODUCAO

O musculo esquelético é a principal estrutura acometida na Distrofia Muscular de
Duchenne, uma vez que a distrofina, proteina ausente nesta doenga, é encontrada em grandes
propor¢des na musculatura esquelética e, em menores quantidades, no musculo cardiaco e
liso. Esta proteina possui funcgdes especificas no sarcolema, cruciais para garantir a
sobrevivéncia da fibra muscular.

As pessoas com este tipo de distrofia apresentam, como sinais clinicos, a diminui¢ao
progressiva de massa e forca muscular, seguida de diminuicdo dos movimentos, perda da
deambulagdo e obito por parada cardiaca e/ou respiratoria em torno dos 25 a 30 anos. Como
permanece sem cura, desde seus primeiros relatos em 1852 e ainda, mais recentemente, com a
identificacdo da mutacdo / dele¢do genética da DMD, terapias coadjuvantes sdo responsaveis
por manter as fungdes do organismo e de vida diaria afetando o tempo e a qualidade de vida,
sendo caracterizadas como terapias de manutencdo da Distrofia Muscular de Duchenne
(DMD).

A fisioterapia motora é empregada com objetivo de retardar a perda da massa e da
forga muscular e a incidéncia de encurtamentos, prolongando desta forma o tempo de
deambulacgdo e retardando a dependéncia da cadeira de rodas. Apesar de ser um dos poucos
tratamentos para a maioria da populacdo e oferecer beneficios para a fun¢do motora dos
pacientes, o efeito da fisioterapia na morfologia muscular e adaptagdo tecidual na auséncia da
proteina distrofina, permanece em discussdo. Poucos estudos abordam as modalidades de
exercicio empregadas pela fisioterapia motora no tratamento da DMD e os existentes tém
levantado duvidas dos efeitos em longo prazo e da relacdo entre ganho de funcdo e lesdo
muscular.

O modelo canino Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) vem sendo estudado
por diferentes grupos de pesquisa no mundo, substituindo o camundongo mdx que, apesar de
ser de facil manejo, apresenta evolucdo da doenga diferente de humanos. A semelhanca no
peso, tamanho de massa muscular e caracteristicas de sintomas progressivos encontrados no
modelo GRMD e em humanos, vem tornando este modelo o mais indicado para estudos pré-
clinicos de intervengdes terapéuticas.

Este estudo busca responder, por meio da aplicagdo de uma modalidade da fisioterapia

motora no modelo canino GRMD, os efeitos que a mesma provoca na fungdo motora global e
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nas alteracdes morfologicas da fibra muscular esquelética distrofica, com o principal objetivo

de aprimorar a aplicagdo desta terapia e aperfeigoar seus beneficios na clinica humana.



2 Revisao de Literatura
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2 REVISAO DE LITERATURA

O termo distrofia muscular aborda um grupo heterogéneo de doengas genéticas e
progressivas com caracteristica de afetar, principalmente, a cintura pélvica e escapular,
variando de formas graves com inicio na primeira década de vida até formas moderadas de
inicio tardio e progressdo lenta (BACH, 2004). Nos ultimos 20 anos, diversas proteinas
musculares e seus respectivos genes, cujas mutacdes acarretam diferentes formas de
distrofias, foram identificadas (CHAKKALAKAL et al., 2005).

A distrofina participa, juntamente com outras proteinas, do complexo distrofina -
glicoproteinas (DGC), o qual possui funcdo mecanica e estrutural, protegendo as fibras
musculares de lesdes produzidas por contragdes ao longo de tempo (MARQUES, 2004).
Outros estudos sugerem seu envolvimento na permeabilidade da membrana e apoptose celular
(HACK; GROH; MCNALLY, 2000). Sua auséncia resulta na Distrofia Muscular de
Duchenne, caracterizada por progressdo clinica répida e severa, afetando meninos numa
proporg¢ado de 1: 3.500 nascidos vivos (STROBER, 2006).

A DMD ¢ causada por uma mutagdo no gene da distrofina no locus Xp21. Ainda que o
ponto de mutagdo génica dos portadores de DMD seja o mesmo, fenotipicamente as
caracteristicas sdo variaveis. Estudos investigam a relagdo entre fen6tipo com o tipo e local de
mutagdo/delecdo genética. Gillard et al. (1989) e Koenig et al. (1989) encontraram que
delegdes genéticas do tipo frameshift resultam em um fenétipo mais severo do que o
observado em dele¢des do tipo in-frame. Outro estudo, analisando a populagdo japonesa, ndo
encontrou relacdo direta entre fenotipo e delegdo genética nos 102 pacientes estudados
(NISHIYAMA et al., 2007).

Nicholson et al. (1993) investigaram o efeito da delegdo génica na expressdo da
proteina distrofina em pacientes com fen6tipos definidos. Eles analisaram dados clinicos,
genéticos, imuno-histoquimicos e histopatologicos de 100 pacientes e relatam que o fator que
exerce maior influéncia no fenotipo é o ponto da delecao do tipo open reading frame.

Em animais do modelo GRMD, Schatzberg et al. (1998) relatam que a variabilidade
fenotipica depende da quantidade de proteina distrofina no complexo glicoproteina-distrofina
(CDQG) e do local da dele¢ao do gene.

Em 2009, Desguerre et al. publicaram um estudo que investigou a heterogeneidade
clinica de 75 pacientes com DMD. Essa caracteristica motivou a pesquisa, uma vez que €

vista como um dos maiores entraves para a interpretacdo de novas terapias para estes
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pacientes. Os autores classificaram os pacientes estudados em 4 subfenotipos de acordo com a
severidade da disfun¢cdo muscular e mental. Essa classificagdo auxilia na identificagdo do
prognostico dentro de cada grupo, assim como na avaliacdo de terapias.

Apesar de ter sido descrita pela primeira vez em 1852 pelo inglés Meryon,
posteriormente por Duchenne na Franca em 1868 (BACH, 2004), e seu gene ter sido descrito
ha pelo menos 20 anos, a distrofia muscular de Duchenne permanece sem cura até os dias

atuais.
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2.1 MODELO DE ESTUDO

Dentre os modelos animais para pesquisas farmacoldgicas, celulares,
morfofisiologicas, génicas e fisioterapéutica da Distrofia Muscular de Duchenne, o
camundongo mdx e o canino Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) sdo, atualmente,
os mais estudados.

O mdx ¢ o modelo de laboratério mais comum, apresentando homologia genética e
bioquimica, porém, seu fenoétipo é pouco proéximo do apresentado por humanos com a mesma
doenca (VAINZOF et al., 2008). A patologia ¢ considerada moderada e a fungdo mecanica da
musculatura esquelética ¢ pouco comprometida nos camundongos, resultando em um tempo
de vida proximo ao normal. Esse achado traz evidéncias de que, a auséncia da proteina
distrofina ¢ menos critica para o mdx mouse do que para os humanos (COLLINS; MORGAN,
2003), limitando assim a extrapola¢ao de novos achados neste modelo para os humanos com
DMD (ZHOU et al., 2006).

Segundo McClorey et al. (2006), devido a progressdo lenta e quadro clinico
considerado normal para o mdX mouse, o modelo canino GRMD deve ser considerado
relevante para o estudo da DMD, uma vez que, além da homologia genética e bioquimica,
existem semelhancas no tamanho dos animais e na progressao da doenga nas espécies canina
¢ humana.

As alteracdes histopatologicas, encontradas nestes modelos de estudo, na auséncia da
distrofina podem ser divididas em fase I e II. A fase I ¢ observada em todas as espécies com
deficiéncia da distrofina j& relatados (humanos, camundongos, cdes, gatos) e consiste em
cinco achados principais: hialinizac¢do, hipertrofia das miofibrilas, acimulo de sais de célcio,
necrose e consequente regeneragdo das miofibrilas. As alteragdes correspondentes a fase II,
fibrose endomisial e atrofia da miofibrila, sdo lesdes facultativas, encontradas a partir dos dois
meses de idade e observadas apenas em humanos com DMD, cdes GRMD e no miusculo
diafragma do mdx mouse (HOFFMAN; GOROSPE, 1991 apud NGUYEN et al., 2002,
p.107).

Nguyen et al. (2002), em um estudo com neonatos GRMD, encontraram que estes
animais desenvolvem as altera¢des da fase I logo nos primeiros dias de vida e também as da
fase II antes mesmo dos dois meses de vida, sugerindo que este modelo apresenta alteragdes

musculares comparaveis as de humanos com DMD.
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Segundo Zhou et al. (2006) o GRMD ¢ um modelo que vem sendo utilizado
principalmente para estudos patofisiologicos comparados entre as duas espécies, humana e
canina, além de avaliagdo de terapias que ja tiveram sucesso no modelo max.

Nesse contexto, Childers et al. (2005) investigaram a for¢ca muscular na auséncia da
distrofina pos-indu¢do de contragdo excéntrica no modelo canino. Eles sugerem um déficit de
forga muscular pos-intervencgao, tanto em musculos distroficos como em sadios.

Outro estudo relata o comportamento de enzimas séricas, entre elas, a CK
(creatinoquinase) pds-exercicio de intensidade moderada (VALENTINE; BLUE; COOPER,
1989). A microvascularizagdo do musculo esquelético do modelo GRMD foi investigada por
meio de andlise de imagem, uma vez que ¢ vista como importante via de terapia gé€nica e
celular para DMD (NGUYEN et al., 2005).

Os autores relatam alteragcdes na microvascularizagdo muscular, entre elas, aumento do
diametro capilar e maior area total vascular nos animais distroficos estudados, em relacdo aos
caes sadios. Além disso, nos animais entre 7 ¢ 10 meses, foi observado fibrose, que esteve
associada a diminui¢do da densidade microvascular, aumento da distidncia intracapilares,
porém, propor¢ao normal de capilares por fibra muscular, bem como em relacdo a area total.

A atrofia e hipertrofia de alguns musculos do membro pélvico, do modelo GRMD,
foram investigados por Kornegay et al. (2003). Os resultados apontam uma hipertrofia do
musculo sartorio cranial em animais jovens (4 a 10 meses) que, ao longo do tempo, sofre
atrofia. De acordo com seus achados, os autores sugerem que o encurtamento deste musculo
nos animais desempenha papel analogo ao da banda iliotibial em humanos com DMD.

Liu et al. (2004) estudaram o efeito da administra¢ao didria de predinisona em animais
GRMD. Eles observaram melhora na for¢a muscular dos animais tratados em relacao a
controles GRMD. Porém, a melhora da for¢a muscular foi acompanhada de alteragdes
histopatologicas. Os autores relatam que, apesar dos dados funcionais mostrarem beneficios
do emprego da droga, a histopatologia muscular aponta para efeitos deletérios do emprego da
mesma.

A eficacia do Tissue Dopler foi atestada como sensivel para o diagnostico precoce de
anormalidade cardiaca no modelo canino, por Chetboul et al. (2004). A terapia génica in vitro,
em musculo distrofico do modelo GRMD, foi investigada por McClorey et al. (2006). O uso
de phosphorodiamidate morpholino oligomers pepitid-like (PMO-pep) foi capaz de induzir a
altos niveis de expressao de distrofina, sem efeitos adversos as células.

Mais recentemente, Sampaolese et al. (2006) estudaram o transplante de células tronco

de mesoangioblastos em cachorros distréficos e encontraram uma importante reconstitui¢ao



26

das miofibrilas expressando distrofina, além de melhora na contracdo muscular e, em alguns
casos, preservacao da habilidade de caminhar nos animais estudados.

Em 2008, nosso grupo de pesquisa relatou os resultados da eficicia da injecdo via
sistétmica de células tronco de polpa dentdria humana em cdes do modelo GRMD, em
detrimento da via local (KERKIS et al., 2008).

Mercuri et al. (2008) publicaram os resultados de um consenso entre diferentes
pesquisadores do mundo, que se reuniram em trés diferentes eventos sobre Disfungdes
Neuromusculares na Europa. O artigo discute, basicamente, a avaliagdo de terapias em
pacientes portadores de DMD e Amiotrofia-espinal (AMS) e a avaliagdo de estudos pré-
clinicos (drogas, terapias celulares e génicas) em modelos animais para DMD. Os autores
avaliam que muita experiéncia ja foi gerada com os estudos pré-clinicos até agora
desenvolvidos nos modelos animais mdx e caninos, GRMD e Beagle. Eles concordam que
cada um dos modelos possui suas vantagens e limitagdes e, que até o momento, nenhum
estudo de modelo pré-clinico favordvel conseguiu gerar uma aplicacdo bem sucedida em
humanos com doengas neuromusculares.

Dessa forma, novos achados neste modelo animal sdo necessarios para contribuir e

embasar futuros estudos para terapia da DMD humana.

2.2 AVALIACAO BIOMECANICA

A Biomecanica ¢ a ciéncia que se ocupa de andlises fisicas do movimento. A
biomecanica do movimento procura explicar como as formas de movimento acontecem a
partir de indicadores cinemadticos e dinamicos. A organizacao da estrutura bioldgica do corpo
humano permite a produ¢do de forga, a partir das contragdes musculares, que faz com que o
corpo seja um sistema autéonomo e independente (AMADIO; SERRAO, 2007).

A avaliacdo qualitativa da marcha em humanos e animais foi utilizada por muitos
anos. Porém a habilidade humana em detectar os detalhes da marcha durante um tnico ciclo
de marcha ¢ limitado (GILLETTE; ANGLE, 2008). Esses autores realizaram uma revisao dos
estudos sobre a locomog¢do canina e afirmam que as andlises cinematica e cinética estdao
validadas como ferramentas de grande utilidade na medicina veterindria.

Avaliagdes quantitativas, da fun¢do de marcha de animais, t€ém sido relatadas na

literatura, em relagdo a Dinamometria, para investigagdes das forcas de reagdo do solo e, em
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menor freqiiéncia, em relagdo a Cinematica, para estudo dos movimentos angulares em
animais normais e com alteragdes ortopédicas.

Estudos no modelo GRMD focam principalmente fungdes morfoldgicas e moleculares
do musculo distrofico. As avaliagdes de contracdo muscular tém sido realizadas utilizando
medidas de estimulagdo nervosa em musculos isolados (DANGAIN; VRBOVA, 1989;
CHILDERS et al. 2002; LIU, et al., 2004). Porém, os parametros cinematicos e dindmicos da
marcha destes animais ainda ndo foram estudados.

A Cinemetria ¢ um ramo da biomecanica que busca medir os pardmetros cinematicos
do movimento, ou seja, investigar a posi¢do, deslocamento, velocidade e aceleracdo de um ou
diferentes segmentos de interesse (AMADIO et al., 1999). Consiste no registro de imagens e
reconstru¢do de pontos marcados, conforme um modelo antropométrico, que estima a
localizagdo dos eixos anatomicos do sujeito (AMADIO; SERRAO, 2007).

Em relagcdo a marcha canina, esta ferramenta pode oferecer informagao a respeito da
estrutura do sistema musculoesquelético, claudicagdes e avaliagao de intervengdes médicas ou
cirargicas (GILLETTE; ANGLE, 2008).

De acordo com estes mesmos autores as informagdes podem ser coletadas por sistemas
two-dimensional (2D) ou three-dimensional (3D). O sistema 3D fornece informagdes mais
precisas e compreensiveis, porém, possui alto custo, estando limitada a poucos laboratorios. O
sistema 2D possui menor custo, porém, ndo oferece dados sobre os movimentos de rotagdo e
circundagdo dos membros.

Kim et al. (2008) compararam os dados cinematicos do membro pélvico adquiridos
por avaliacdo 2D e 3D de cades. Seus resultados indicam que a analise cinematica com um
sistema de video 2D fornece dados precisos e repetiveis do movimento angular sagital dos
membros pélvicos caninos durante a marcha.

Em um estudo com cades da raca Golden Retriever, isentos de afecgdes
musculoesqueléticas, Silva (2006) utilizou a cinemdtica para analisar a marcha de caes
sauddveis desta raca, a fim de auxiliar no diagnostico e tratamento de afec¢des. Neste estudo,
foram mensuradas as variaveis: comprimento do passo e da passada, além dos picos de
flexoextensdo das articulagdes dos membros toracicos e pélvicos.

Outro estudo, com 10 Labradores Retrievers saudaveis, atestou a validade da avaliagcao
em 2D da marcha ¢ do movimento de sentar-levantar intra e interobservadores. A avaliagao
cinemdtica em 2D intraobservador apresentou altos coeficientes de correlacdo e a avaliacao

interobservador mostrou-se aceitavel (FEENEY et al., 2007).
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A Dinamometria aborda as medidas de for¢a externa entre o corpo e o ambiente. O
conceito de forga sé pode ser interpretado a partir do efeito de sua acdo. A interpretacdo dos
componentes ortogonais desta forca permite o entendimento das condi¢cdes do movimento
estudado, que respondem por fungdes de transferéncia de forgas as estruturas do aparelho
locomotor, técnicas de estabilidade do apoio, entre outras (AMADIO; SERRAQ, 2007). Seu
instrumento basico ¢ a Plataforma de Forga, a qual fornece as forgas de reagao do solo na fase
de apoio, bem como o ponto de aplica¢do desta for¢a durante o movimento (AMADIO et al.
1999).

Estudos de biomecanica animal, em geral procuram relacionar as diferengas
qualitativas observadas entre as ragas e as varidveis de for¢a de reacao do solo. Bockstahler et
al. (2007) estudaram a confiabilidade das medidas de plataforma de forca em cdes de
diferentes racas em dias diferentes. Eles utilizaram um sistema de pista (treadmill system)
formado por quatro plataformas. Os autores encontraram diferencas de medidas entre os caes,
porém, nao entre os dias e as tentativas de cada um deles, o que mostra que a medida de Forca
de Reacdo do Solo na Plataforma de Forca oferece medidas reprodutiveis para analise.

Bertram et al. (2000) analisaram o trote de duas racas diferentes: Labradores Retriever,
raga caracteristica de caga e Greyhounds, caes de corrida, usando os parametros de Forca de
Reacdo ao Solo (FRS) dos membros pélvicos e toracicos. Os pesquisadores avaliaram Forca
Vertical, Anteroposterior e Médiolateral. Além disso, foram coletados dados cinematicos de
Velocidade, Comprimento e Altura do Passo. Os autores sugerem que diferengas no tamanho
de cada uma das ragas estudadas tém efeitos importantes na fungdo dos mesmos durante a
locomocao.

Ainda pouco utilizada no mundo, principalmente devido as dificuldades de coleta e
adaptacdo do animal ao ambiente, a avaliagdo biomecanica animal contribui de maneira
objetiva no esclarecimento das alteragdes observadas ou n3o durante uma avaliagdo
qualitativa da marcha. A avaliacdo quantitativa pode ser empregada como parametro pré e
pos-intervencao de diferentes patologias, ou mesmo no entendimento da repercussdo de uma

patologia muscular, como ¢ o caso da DMD, nas adaptacdes do movimento.
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2.3 REPARACAO TECIDUAL

Durante a evolugdo das distrofias musculares as fibras, que atingem o estagio de
degeneragdo, sdo gradualmente substituidas por tecido conjuntivo fibroso e adiposo
(VALENTINE et al., 1990).

Na auséncia de patologias musculares, as fibras de tecido conjuntivo ao redor do
musculo sd3o compostas por diferentes tipos de proteinas colagenas e ndo coldgenas,
necessarias para a transmissao de forga, bem como para conferir suporte estrutural ao tecido
(KOVANEN, 2002).

Os colagenos do tipo I e III sdo intersticiais e encontrados em proporgdes diferentes,
de acordo com a fun¢do do tecido, adaptagdes ao treino ou patologias. O tipo I responde pelas
propriedades de tensdo, conferindo propriedades de restricdo ao tecido, ao contrario do tipo
ITI, que ¢ encontrado em tecidos mais flexiveis. O coldgeno do tipo IV ¢ encontrado na
membrana basal e apresenta, principalmente, fungdo estrutural (BANKS, 1992).

Mackey et al. (2005) sugerem que as propriedades mecanicas dos tecidos sdo
parcialmente determinadas pela quantidade e estrutura do colageno adjacente. De acordo com
estes autores, um aumento na quantidade de coldgeno do tipo IV, em individuos saudaveis,
sugere lesdo da fibra muscular.

Alguns autores quantificaram por estudo imuno—histoquimico os tipos de coldgenos
encontrados no tecido conjuntivo do perimisio e endomisio de portadores de distrofias
musculares. Hantai et al. (1995) encontraram na DMD e na distrofia muscular congénita,
predominancia de fibras coldgenas do tipo I e III; Rampoldi et al. (1986) encontraram
predominancia de coldgeno do tipo IV em dez meninos estudados e, em outro estudo,
Stephens et al. (1982) encontraram, principalmente, colageno do tipo III no tecido conjuntivo
de meninos DMD.

Duance et al. (1980) relacionaram as doengas musculares com a presenc¢a anormal do
colageno do tipo IV no tecido muscular e, mais especificamente, a vasta proliferacdo de
colageno do tipo III com a Distrofia Muscular de Duchenne.

Em outro estudo, relacionando o coldgeno muscular tipo I e III com a idade em
camundongos MdX e normais, Goldspink et al. (1994) observaram maior deposi¢do desses
dois tipos, principalmente no diafragma dos animais distréficos. Os autores sugerem que essa
expressdo aumentada se deve a grande atividade deste musculo quando comparado com os

dos membros do mdx.
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Outros autores, Cozzi et al. (2001) verificaram que aos 15 dias de vida a quantidade de
colageno estd aumentada nos animais GRMD em relagdo aos animais saudéveis, porém, a
partir desta idade os valores sdo iguais aos de animais adultos.

Estudos sobre a presenga e proporcao das fibras coldgenas nas distrofias musculares
tém encontrado variagdes nestes dois aspectos, em relacdo aos tipos I, III e IV (DUANCE et
al., 1980; STEPHENS et al., 1982; RAMPOLDI et al., 1986; HANTAI et al., 1995;
PASSERINI et al.,, 2002). Ainda que os achados de cada autor, em relagdo ao tipo de
coladgeno alterado na DMD sejam varidveis, existe um consenso de que os tipos I, III e IV,
dentre todos os outros ja descritos merecem atencao no estudo da fibrose e adaptagdo tecidual.

Uma vez que a fibrose ¢ caracteristica deste modelo, bem como de humanos DMD, o
estudo da localizagdo e progressdo da deposicdo destes tipos de fibras colagenas, ao longo do

tempo, pode elucidar o papel da intervencgao fisioterapéutica no musculo distréfico.

2.4 INTERVENCAO

As possibilidades terapéuticas atualmente disponiveis para pacientes com Distrofia
Muscular de Duchenne, como a fisioterapia, psicologia, terapia ocupacional, suplementagao
nutricional e corticoterapia, sdo considerados tratamentos de manutencdo e suporte da
evolucdo da doenca (STROBER, 2006). Apesar de ndo promoverem a cura, pesquisas nestas
areas promovem o avango nas técnicas especificas, prolongam a sobrevida ¢ melhoram a
qualidade de vida de pacientes com DMD (PARKER et al., 2005).

Publicagdes, sobre as recomendacdes do exercicio fisico terapéutico em pacientes com
DMD, sugerem que alguma forma de atividade deva ser adotada, uma vez que o
sedentarismo, nas pessoas com distrofias musculares, gera atrofia decorrente do desuso,
somada a perda de massa muscular resultante da propria evolugao da doenga (MCDONALD,
2002).

De acordo com Grange e Call (2007) os mesmos exercicios usados para aumentar a
forca e a resisténcia muscular em individuos com auséncia de patologias podem exacerbar o
dano no musculo distréfico. Estes autores sugerem que um limite precisa ser definido para
guiar a prescri¢ao apropriada de exercicios para pacientes DMD.

Caromano (1999) em uma revisdo de diferentes estudos sobre a doenga sugere que a
caminhada simples, didria, associada a exercicios especificos de alongamento, pode trazer

beneficios para a crianga que se encontra na fase de deambulagao.
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Eagle (2002) organizou resultados de um encontro, no Reino Unido, para discutir a
fisioterapia nas desordens neuromusculares com profissionais da area da Reabilitacdo. Os
principais objetivos definidos pelo grupo foram: manutencdo ou melhora do alongamento
muscular, ganho de habilidade funcional pelo exercicio e uso de oOrteses noturnas para
minimizar o desenvolvimento de contraturas. O programa de exercicios, recomendado para a
Distrofia Muscular de Duchenne, foi de alongamento didrio dos musculos soleo e
gastrocnémio, flexores de quadril e iliotibiais, estimulo da atividade voluntaria, por meio de
natacdo e hidroterapia e promog¢ao da simetria postural.

Apesar de alguns autores sugerirem o alongamento como benéfico para a fisioterapia
de portadores da DMD (PARKER et al., 2005), Gomes et al. (2007), em um estudo com
camundongos, sugerem que esta ferramenta terapéutica pode gerar lesdes musculares em
musculos sadios, principalmente em desuso. Dessa forma, deve ser cautelosamente
empregada em musculos distréficos.

A literatura cientifica, ainda que escassa, recomenda atividades de intensidade leve a
moderada, evitando a fadiga e trabalho muscular excéntrico para as distrofias musculares,
principalmente para individuos com altera¢cdes minimas da fun¢do muscular (DEMOS, 1983;
RIDEAU, 1985; VIGNOS et al., 1996; ANSVED, 2003; LOVERING et al., 2005).

Ansved (2001), em uma revisdo sobre treinamento muscular e distrofias musculares,
questiona se protocolos que promovem um aumento na forca muscular, necessariamente,
estardo melhorando o desempenho funcional para o paciente. No caso das distrofias
musculares é possivel que ndo, porém, o autor sugere que novos estudos, focando forga
muscular e desempenho funcional, possam esclarecer a questao.

Escalas para medir a eficacia das terapias, sejam elas de suporte ou de cura da DMD,
vém sendo estudadas por diferentes grupos de pesquisa. Mercuri et al. (2008) estudaram, por
meio de questionarios enviados para especialistas, a aplicabilidade das escalas: Hammersmith
Functional Motor Scale for SMA (HFMS), Modified HFMS, Motor Function Measure
(MFM), Gross Motor Function Measure (GMFM), The Hammersmith Scale for Assessment
of Motor Ability (HAMA), North Star Ambulatory Assessment (NSAA) e Egan
Klassification scale (EK).

A partir dos questiondrios, uma lista de vantagens e desvantagens de cada uma das
escalas foi listada. As escalas HAMA, NSAA e EK foram as mais utilizadas em caso de
DMD, sendo que as duas primeiras mostraram-se especificas para pacientes ambulantes e a
EK para ndo ambulantes. Os autores relatam que o ‘Teste de 6 minutos de marcha’ vem sendo

explorado por diferentes grupos por apresentar importante significado clinico.
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Atualmente, novos estudos tém focado nas diferentes modalidades de exercicio
recomendado para Distrofia Muscular de Duchenne utilizando modelos animais.

Visando elucidar a influéncia do exercicio no musculo distrofico, Kumar ¢ Boriek
(2005) estudaram o efeito do stress mecanico, resultado do alongamento, e a presenca do fator
NF-KappaB, sinalizador de inflamagdo no musculo distréfico de camundongos mdx. Foi
verificado que o fator sinalizador de inflamacdo ja estava presente nos primeiros cinco
minutos do alongamento, sugerindo que, o stress mecanico no musculo esquelético com
auséncia da distrofina, precisa ser esclarecido para ndo provocar lesdes em decorréncia de
terapéutica inadequada.

Gaiad et al. (2009) empregaram a fisioterapia motora em caes do modelo GRMD e
observaram um ganho de amplitude de movimento articular no tarso (tornozelo) dos animais
tratados, associado com aumento da drea de fibrose endomisial e perimisial no musculo
esquelético do membro pélvico destes mesmos animais. Os autores afirmam que a relagao
entre movimento e a deposicdo da fibrose muscular precisa ser melhor esclarecida, com o
objetivo de influenciar positivamente a funcdo muscular sem gerar danos ao musculo
distrofico.

A contracdo excéntrica muscular, utilizada principalmente durante as atividades de
descer escadas ou rampas, ¢ também na movimentacdo voluntaria em menor grau, foi
contraindicado por Childers et al. (2002). Os autores estudaram os efeitos desta modalidade
de contragdo no musculo distréfico de cdes GRMD e relatam que o maior recrutamento de
unidades motora no sentido do alongamento, como ocorre na contragdo excéntrica, parece
aumentar o nimero de miofibrilas lesadas.

Em um relato de caso de paciente portador da Distrofia muscular e spina bifida,
Kimura et al. (2006) observaram que a imobilidade reduziu as alteragdes histopatologicas e,
principalmente, a necrose da fibra muscular nos musculos distroficos dos membros inferiores.

Esses achados, relacionando a modalidade de exercicio e os efeitos no musculo
distréfico nos modelos animais, sugerem que a mesma atividade benéfica para a manutencao
da massa muscular e utilizada durante as sessdes de fisioterapia motora, trazem adaptacdes e
consequéncias morfologicas importantes, pouco conhecidas e nem sempre positivas para a

fibra muscular.



3 Hipoteses
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3 HIPOTESES

- A fisioterapia motora provoca modificagdes morfoldgicas na reparacgdo tecidual do musculo

distréfico devido as exigéncias mecanicas do movimento.

- A fisioterapia motora prolonga as caracteristicas cinematicas e dindmicas da marcha, nos

animais distroficos.

- O emprego de atividade ativo-livre de intensidade leve a moderada gera deposicdo de
fibrose muscular importante a0 mesmo tempo em que mantém a fun¢do de marcha. Estas
alteragdes morfologicas associadas ao ganho em atividades funcionais como a marcha, devem

ser encaradas como adaptacdo estrutural.



4 Objetivos




36

4 OBJETIVOS

- Investigar o efeito da fisioterapia motora na reparagdo tecidual do musculo distrofico e

fun¢do de marcha dos animais do modelo GRMD.

- Analisar as variaveis cinematicas e dindmicas da marcha de animais distroficos.

- Investigar as mesmas variaveis nos animais submetidos a uma modalidade de fisioterapia

motora e nos controles distroficos.

- Analisar o comportamento da fibrose muscular, mais especificamente, os coldgenos do tipo
I, IIT e IV no musculo esquelético de animais submetidos ou ndao ao programa de fisioterapia

motora.

- Relacionar os achados funcionais da marcha e a deposicao de fibrose muscular nos mesmos
animais, bem como entre os grupos tratados e ndo tratados pela modalidade de fisioterapia

estudada.



5 Materiais e Métodos
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5 MATERIAIS E METODOS

Os animais estudados foram selecionados do Canil GRMD - Brasil, localizado na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Departamento
de Cirurgia — Setor de Anatomia. Na data da realizacdo desta pesquisa, o Canil possuia
dezoito animais portadores de distrofia muscular homologa a Distrofia Muscular de Duchenne
encontrada em humanos, entre sete e trinta e nove meses de idade, destinados a terapia
medicamentosa e celular para a Distrofia Muscular. Além de oito fémeas portadoras, com
idades entre dezoito e quarenta e cinco meses, destinadas a reproducao.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (protocolo n°1030/2006).

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A confirmacao da patologia foi realizada por genotipagem pela andlise de DNA do

sangue, pelo Centro de Estudos do Genoma Humano — IB / USP (Figura 1).
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Figura 1 - Blotting ninhadas Kyra x Ringo e Bianca x Lucky para diagnostico da distrofia
muscular com auséncia da distrofina. Centro de Estudos do Genoma Humano —
IB / USP
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Destes vinte filhotes alguns foram a 6bito apos o primeiro més de vida e os distroficos
vivos foram separados por experimentos, uma vez que no Canil GRMD Brasil acontecem
pesquisas diferentes ao mesmo tempo. Dessa forma, foram disponibilizados para o estudo 05
animais distroficos. Sendo dois experimentais (k4 e k6) e os outros trés (k1, k3 e b7) controles
comuns para mais de um experimento.

Os cinco animais distroficos foram aceitos para participar do experimento, uma vez
que cumpriram os critérios de inclusdo estabelecidos: idade minima de trés meses, auséncia
de patologias associadas, ndo fazer uso de medicagdes de uso continuo e apresentar
parametros clinicos estaveis durante o periodo do estudo.

Os animais (k1, k3, k4, k6 e b7) foram separados em: 1. tratados, animais k4 e k6,
participantes do programa terapéutico de atividade ativo-livre (marcha) em terreno cercado e
elaborado para a pesquisa; ¢ 2.controles, animais k1, k3 e b7, os quais mantiveram sua rotina
normal junto ao grupo do Canil GRMD/USP.

A rotina dos animais distréficos do Canil inclui permanéncia no patio ao ar livre onde
sdo realizadas as atividades de vida diéria, como alimentacdo, ingestdo de d4gua e ambulatorio

para avaliacdo clinica regular, com restri¢io noturna em baia coberta de 3m* (Figura 2).

Figura 2 — Canil GRMD Brasil — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo. Animais em patio aberto durante o dia. Baias
cobertas, de 3m? , utilizadas no periodo noturno
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Os parametros biométricos de peso e altura dos cinco animais distroficos estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros biométricos dos animais controles e tratados nos momentos t0 e
tl

t0 t1
Altura (cm) Peso (Kg) Altura (cm) Peso (Kg)
controles k1 43 11.8 48 14.6
k3 44 15.0 51 21
b7 42 11.4 50 15.7
tratados k4 44 13.3 51.5 17.6
k6 42 10.8 52 17.14

Os animais tiveram os dados coletados para o tempo zero (t0) referente aos cinco
meses e tempo um (t1) referente aos 09 meses de vida. O primeiro momento de avaliagao foi
definido respeitando-se os 03 primeiros meses de vida, a fim de que o mesmo estivesse
imunologicamente protegido e pudesse sair do ambiente do Canil para as coletas. Entre os 03
e 05 meses, os dois animais tratados (k4 e k6) foram levados ao local onde seria realizada a
fisioterapia e ao laboratorio, onde os dados biomecanicos seriam posteriormente coletados,
com coleiras do tipo peitoral e brinquedos para ambientacdo. O segundo momento (tl)
respeitou a progressao da distrofia que impossibilitou a continuidade da fisioterapia em um
dos animais tratados (k4).

Foi realizada biopsia muscular e coletado fragmento do musculo biceps femoral
esquerdo, para os estudos de morfologia e imuno-histoquimica (IHC); e avaliacdo no
Laboratorio de Biomecanica da EEFE — USP dos dados de Forga de Reagao do Solo (FRS) e
Cinematica dos animais, para o estudo da fun¢do de marcha nos momentos t0 e t1.

No intervalo entre os dois momentos de avaliacdo, os animais k4 e k6 foram
submetidos ao protocolo de fisioterapia, descrito no item 5.2. durante 12 semanas.

Para a analise dos pardmetros, os cinco animais foram aleatoriamente numerados para

evitar parcialidades nos resultados das avaliagdes (estudo cego).
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5.2 PROTOCOLO DE ATIVIDADES

O grupo tratado participou do programa de fisioterapia com inicio em 02/04/2008 e
término em 25/06/2008. Antes do inicio da aplicagdo do protocolo, foram realizadas 03
sessoes (semana de 24 a 28/margo) consideradas ‘Piloto’, onde foram estabelecidas as
velocidades de passeio individuais e adaptacao dos cdes ao local.

A velocidade de passeio foi calculada para os dois animais (k4 e k6), individualmente,
a fim de evitar que a velocidade do treino fosse igual a do passeio e, conseqiientemente,
insuficiente para desencadear a fungdo terapéutica da atividade. Os animais realizaram o
treino em uma velocidade minima de 10% acima da velocidade de passeio, a fim de gerar uma
atividade terapéutica de intensidade leve a moderada. Os valores de treino, de cada um dos
animais, foram convertidos para unidades de tempo para que pudessem ser controlados
durante cada uma das sessoes, por crondmetro.

Os parametros de frequéncia, duracdo e modalidade do exercicio terapéutico foram
selecionados e adaptados para o modelo canino, levando-se em consideragdo o que vem sendo
preconizado para o tratamento fisioterapico de pacientes DMD, apods levantamento
bibliografico (DEMOS, 1983; RIDEAU, 1985; LEITAO; DURO; PENQUE, 1995;
CHILDERS et al., 2002; EAGLE, 2002; ANSVED, 2003) e pesquisa de campo na Associagao
Brasileira de Distrofia Muscular (ABDIM).

As sessoes de Fisioterapia tiveram freqiiéncia de trés vezes semanais, com duracio
média de 40,2 minutos (40.2 = 3,5) durante doze semanas, totalizando 36 sessoes.
Inicialmente, a proposta foi de que o protocolo de atividades tivesse duracdo de dezesseis
semanas. Porém, nas ultimas sessdes o animal k6 apresentou dificuldade em completar ao
menos 50% dos circuitos, o que inviabilizou o treino. O animal k4 foi a dbito 15 dias apos a
coleta do T1, tendo como causa mortis choque e endotoxemia. Dessa forma, ao completar 12
semanas, foram coletados os parametros do momento T1 e o treino interrompido.

Para a realizagdo da atividade, uma area de 36 metros de comprimento por 5 metros de
largura foi organizada para que os animais percorressem o espaco pelo tempo de duracio da

sessao (Figura 3).
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Figura 3 — A: Area de 36 x 5 m organizada para o treino da marcha dos animais. B: Animais
k4 e k6 (tratados) em adaptacdo na pista de fisioterapia. Local: Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da USP

Cada sessao de Fisioterapia motora teve inicio no Ponto Zero com os animais
realizando treino de marcha ativa, acima da velocidade minima estabelecida. Foi considerado
UM PERCURSO, a saida do ponto zero e o percorrer os 36m. Cada percurso foi
cronometrado do ponto zero ao final da pista, para cada um dos animais separadamente. Os
animais percorreram 08 tentativas (288m totais/sessdo), as quais foram consideradas validas
se o animal percorresse na velocidade minima estabelecida.

O tempo total de cada sessdo foi considerado desde a saida do patio do Canil até a
volta dos animais ao mesmo. Os animais foram estimulados por comando verbal a se
dirigirem até a pista de treinos, caminhando livremente. Apos a chegada a pista, a cada
tentativa valida, foi permitido aos animais o descanso de 01°. Apds 04 tentativas validas era
concedida uma pausa de 05°, seguida de mais 04 tentativas. A sessdo finalizava apos 08

tentativas validas e o tempo considerado até a volta ao patio do Canil.

5.3 PARAMETROS DE AVALIACAO

No t0 e t1 a marcha dos animais foi avaliada utilizando como ferramentas a Plataforma
de Forca e filmagem de video para aquisicdo dos dados cineméaticos. A morfologia foi
investigada a partir da coleta de bidpsia muscular e o material processado para Imuno-

histoquimica e Microscopia de luz.
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5.3.1 Avalia¢ao biomecanica

Os dados referentes a biomecanica da marcha foram coletados no Laboratério de
Biomecanica da Escola de Educagao Fisica e Esporte (EEFE) da Universidade de Sao Paulo.
Foram realizadas as filmagens de videos e coleta da Forca de Reagdo do Solo,
sincronizadamente, de cada um dos animais distroficos no t0 e t1.

A fim de que os animais respondessem positivamente a coleta dos dados biomecanicos
e estivessem adaptados ao ambiente, semanas apos 0 nascimento, 0s mesmos iniciaram um
programa de treinamento. Primeiramente eles foram treinados a caminhar com coleira do tipo
peitoral pelo espago do Canil GRMD — Brasil / USP (Figura 4). A partir dos 03 meses,
momento em que se completou o esquema de vacinacdo, eles foram levados, trés vezes por

semana, ao ambiente de coleta para adaptacdo ao espaco até o dia de coleta.

Figura 4 — Animais k4 e k6 com coleiras do tipo peitoral no
Canil GRMD, FMVZ-USP em adaptacdo para
coleta e protocolo de fisioterapia

Para avaliacdo da cinematica da marcha, uma camera digital (Panasonic, modelo PV-
GS50S), com capacidade de aquisicdo de 60 Hz fixa a um tripé, foi colocada no plano
transverso no sentido cranio-caudal do lado direito de cada animal, com uma distancia de 4
metros.

O Sistema Peak Motus (Peak Performance Technologies, Inc) foi usado para registrar
0 posicionamento e deslocamento dos segmentos corporais durante a marcha, a partir da
marcagdo dos pontos articulares de interesse, € também para controle da aquisicdo, leitura,
digitalizagdo, tratamento, armazenamento dos parametros cinematicos e sincronizagdo de
dados com a Plataforma de Forga.

A analise cinematica foi sincronizada com a coleta na Plataforma de Forga, através de

um trigger sonoro e visual disparado no inicio da marcha. Para a coleta da For¢a de Reacdo do
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Solo (FRS) foi utilizada uma plataforma composta de transdutores de forca, do tipo
piezoelétrico da empresa KISTLER AG, tipo 9287 A, com superficie de medi¢dao de 600 x
900 mm, com amplificador de sinais tipo 9865 B.

Tarjas reflexivas adesivas 3M foram posicionadas nos seguintes pontos anatomicos do
hemicorpo analisado na filmagem: 1.espinha da escipula/acromio; 2.tubérculo maior do
umero; 3.epicondilo lateral do umero; 4.processo estiloide da ulna; 5.cabeca do quinto
metacarpo; 6.crista iliaca; 7.trocanter maior do fémur; 8.condilo femoral; 9.maléolo lateral e
10.cabega do quinto metatarso. Outros trés pontos foram marcados para servirem de
referéncia durante a digitalizacdo dos dados: 11. crista do occipital e 12.cabega do segundo

metatarso contralateral e 13.cabega do segundo metacarpo contralateral (Figura 5).

Figura 5 - Pontos anatdmicos no hemicorpo direito para coleta da
cinematica sincronizada com a FRS do animal k4

O espago da coleta foi calibrado com a filmagem de quatro tarjas reflexivas fixas, em
um quadro medindo (Im x 1m) para reconhecimento das coordenadas (X, Y). Foram
coletadas 06 tentativas validas de cada animal avaliado.

Os dados de FRS foram normalizados pelo peso corporal individual. Com os dados
obtidos, a partir dos dois instrumentos de medicdo, foi possivel determinar as seguintes
variaveis: a. for¢a vertical maxima (Fy); b. forca de propulsio maxima (Fx"); c. forca de
frenagem méxima (Fx'); d. tempo de apoio do membro toracico (AtT) e do membro pélvico
(AtP); e. deslocamento angular; f. amplitude de movimento ativa (ADM ativa) e g. velocidade

linear. As forcas estdo expressas em N/kg de peso corporal.
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5.3.2 Biopsia muscular

Os fragmentos musculares foram coletados do ventre do musculo biceps femoral do
membro pélvico esquerdo de cada um dos cées. A coleta do tempo zero (t0) foi realizada aos
trés meses de idade do animal. A segunda coleta foi realizada apds aplicagdo do protocolo de
atividade (t1), aos 10 meses de vida.

Foi realizada bidpsia do tipo aberta e retirado um fragmento de 1x1 cm? (Figura 6).
Apoés canulagdo venosa e fluidoterapia de manutencdo os animais foram submetidos ao
seguinte protocolo anestésico: associagdo Maleato de Acepromazina' + Cloridrato de
Tramadol® (0.05 mg/km e 2mg/kg, respectivamente) via intramuscular. Anestesia local
infiltrativa a base de Cloridrato de Lidocaina 2% sem vasoconstrictor (7mg/Kg) para incisdo
de pele, divulsdo de tecido subcutineo e fascia muscular. No momento da coleta do fragmento
muscular foi administrado Propofol® (2,5 mg/Kg) via intravenosa. No pds-operatdrio imediato
foi utilizada Dipirona’ (25mg/Kg) e Carprofeno® (2,2mg/Kg), ambos via intravenosa. A

analgesia mediata e de manuteng¢ao foi conduzida a partir da utilizacdo dos mesmos farmacos

administrados por via oral durante 3 a 5 dias. Foi utilizada antibioticoterapia a base de

Cefalexina’ (20mg/Kg) BID, por 07 dias.

Figura 6 — Coleta de fragmento muscular por bidpsia aberta do musculo biceps femoral.
Membro posicionado em posi¢do neutra para evitar coleta com musculo em
encurtamento ou alongamento

Os fragmentos referentes as duas coletas (t0 e t1) foram processados para microscopia

de luz, bem como para Imuno-histoquimica para localizacao dos colagenos do tipo I, Il e IV.

! Acepran. Lab Univet S/A. Rua Climaco Barbosa, 700, Sao Paulo - SP.

2 Tramal. Lab Pfizer Ltda. Av. Monteiro Lobato, 2270, Guarulhos — SP.

3 Lidol 2%. Hipolabor Farm. Ltda. Rod. BR262, Km12, Sabara — MG.

* Propofol. Lab. Eurofarma. Av. V. José Diniz, 346, Campo Belo — SP.

> D-500. Fort Dodge Satide Animal Ltda. Rua Luiz F. Rodrigues, 1701, Campinas — SP.
6 Rimadyl. Lab Pfizer Ltda. Av. Monteiro Lobato, 2270, Guarulhos — SP.

"Keflex R. Antibioticos do Brasil Ltda. Av. Morumbi, 8264, Brooklin, Sdo Paulo — SP.
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Os fragmentos dos dois momentos foram processados simultaneamente, para evitar diferengas

no processamento do material e favorecer a analise dos dados.

5.3.3 Protocolo Histolégico

Os fragmentos coletados foram fixados em solu¢do de formol a 10%, tratados em
séries crescentes de etanol (70 a 100%) para desidratacdo e xilois para diafanizacao,
utilizando-se procedimento convencional, para inclusdo em Paraplast® (Leica/Germany),
confeccionando-se blocos retangulares com base de 3x4 cm.

Os blocos foram cortados em microtomo, na espessura de 5 um, para confec¢do de
laminas histologicas com 3 cortes seriados cada uma. Cada lamina foi seca em estufa a 60° C,
na posi¢do horizontal, para melhor aderéncia dos cortes nas mesmas. Apds protocolo de
desparafinizagdo, as laminas foram coradas com Hematoxilina-eosina e Picrossirius red para
identificacdo das alteracdes histopatologicas e das fibras coldgenas no musculo distrofico,
respectivamente.

Depois de coradas, as laminas foram fotomicrografadas em Microscopio Olympus BX
60, acoplado a camera Axio CAM HRe, e capturadas, utilizando-se o software Zeiss® KS

400.

5.3.4 Protocolo de Imuno-histoquimica (IHC)

Os anticorpos primarios anticolageno tipo I e III mouse (Calbiochem®) e anticolageno
tipo IV goat (Bioreagents®) foram aplicados nos cortes separadamente. As diluigdes
estabelecidas a partir de testes foram: tipo I — 1:500; tipo III — 1:1000 e tipo IV — 1:250.

A reagdo de imuno-histoquimica foi realizada em cortes histoloégicos de Sum de
espessura, dispostos em laminas previamente tratadas com poli-D-lisina.

Foi feita a desparafinizacdo em xilol, seguida da hidratagdo em 4lcool etilico e
lavagem com agua destilada. Apos o bloqueio da peroxidase endogena com agua oxigenada a
3%, por 20 minutos, os cortes histologicos foram colocados em solu¢do de acido citrico a
0.01M, pH 6.0 (Tampao Citrato) e submetidos a temperatura de 121°C em ambiente de
microondas, por 15 minutos para a recuperacdo antigénica. Apos 20 minutos de descanso,

incubou-se 0 Ac primario (cada um na sua diluicdo descrita acima) por 20 horas a 4°C em
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camara umida. Apods a lavagem das laminas em solugdo salina tamponada (PBS), foram
adicionados os reagentes secundario (Biotinilado/DAKO®) e terciario (Streptavidina-HRF/
DAKO®) incubando-os por 45 minutos em temperatura ambiente. A reagdo foi revelada com
DAB (Sigma Co., S. Louis, EUA) por 2 a 3 minutos.

Como controle negativo, omitiu-se o anticorpo (Ac) primario, ndo sendo evidenciada
nenhuma marcagao nos casos avaliados. Foram realizadas fotomicrografias em microscopio

optico Axioscopy Zess® e camera Olympus BX 60.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os valores das curvas médias e pico das Forcas estudadas foram calculados com base
nas 06 tentativas validas de cada animal. As andlises comparando as variaveis no t0 e tl para
os animais controles e tratados foram realizadas utilizando o teste de Wald para analise de
medidas repetidas, ndo-paramétrico (BRUNNER; LANGER, 2000) e consideradas
significantes as diferengas menores que 1% (p <.01).

A correlagdo entre a velocidade linear e as Forgas de Reacdo do Solo foi analisada

com a Correlacéo de Sperman e considerada significativa para p <.01.



6 Resultados
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6 RESULTADOS

Antes da realizacdo das coletas do t0 todos os animais foram avaliados para descartar
alteracdes clinicas e ortopédicas. Os cinco animais distroficos selecionados mostraram-se
saudaveis e tiveram seu peso corporal acompanhados desde o nascimento. Os valores do 3° ao

10° més de vida estdo ilustrados na figura 7.
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Figura 7 — Valores da massa corporal individual dos cinco animais
distroficos do 2° ao 10° més de vida

O valor da massa corporal do animal k4 apresentou comportamento diferente dos
outros animais do estudo a partir do més de junho. Enquanto os outros caes mantiveram ou
ganharam massa, o mesmo apresentou diminuicdo da mesma. A perda de massa nesses
animais tem se mostrado um importante indicativo de alerta em relagdo a saude geral (dados
ainda ndo publicados pelo grupo). Nesse momento, o protocolo de fisioterapia foi
interrompido e a coleta de biomecanica do tl realizada. No més de julho o animal k4 foi a

obito.

6.1 PROTOCOLO DE ATIVIDADES

Na figura 8 esté ilustrado o tempo médio de todas as sessdes para o animal k4 e k6. Os

dois animais apresentaram tempo significativamente diferente durante o percurso do circuito

(p<.001).
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Figura 8 — Média de tempo, em segundos, para completar cada um dos
percursos dos animais k4 e k6 durante as doze semanas de
treino (p <.001)

Os animais foram estimulados a realizar o treino de marcha através de brinquedos
sonoros e estimulo verbal. O animal k6, que apresentou maior tempo para completar o
percurso, precisou de auxilio para se levantar da posi¢do de decubito lateral apos os periodos
de intervalo entre um percurso e outro.

Os resultados referentes as avaliagdes morfologicas e biomecanicas estdo descritos

separadamente.

6.2. MORFOLOGIA

A morfologia do musculo distréfico foi investigada por Microscopia de Luz, com as
coloragdes de Hematoxilina-Eosina e Picrossirius red. Para estudo da fibrose no musculo
distrofico, utilizamos a técnica de Imuno-histoquimica, com as reacdes anticolageno I, III e

IV.

6.2.1 Microscopia de Luz

Os fragmentos musculares coletados no t0 e t1 foram corados com Hematoxilina-
Eosina (HE) e Picrossirius, para identificacdo das alteragdes nos cinco animais € nos dois
momentos estudados. As laminas, coradas com HE, foram avaliadas qualitativamente de

acordo com os achados caracteristicos do musculo distrofico no t0 e t1, resumidos na tabela 2.
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As alteragdes histopatologicas ja foram observadas no t0, onde os animais
apresentavam 03 meses de vida. Os principais achados nesse momento foram: variagao no
tamanho das fibras, infiltrado inflamatdrio difuso e fibras hipertréficas. No t1, animais com
09 meses, a presenca de infiltrado inflamatério foi menos freqiiente; persistindo a variagdo no
tamanho das fibras e a hipertrofia. Além disso, observou-se, neste segundo tempo de

avaliagdo, algumas fibras com nucleo central, o que nao foi observado no t0 (Figura 9A-J).

Tabela 2 — Alteragdes histopatologicas observadas no misculo distréfico

t0 t1
b7 k1 k3 k4* k6* | b7 k1 k3 k4* ko6*
Variagao das fibras ++ ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ ++
Infiltrado inflamatorio ++ + ++ + ++ | + + + + +
Hipertrofia ++ ++ + + + 4+
Nucleo central [ + +  ++ 4+ o+

* cdes distroficos do grupo tratado / +: alteragdo discreta; ++ alteracdo evidente.
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Figura 9A — animal k4 (tratado) no
t0. Variagdo no tamanho das
| miofibrilas (%) e infiltrado
inflamatorio (—). Figura 9B -
animal k4 no tl, poés-treino.
Tamanho variado de miofibrilas,
infiltrado discreto e nucleo central
em algumas fibras. HE, barra =
50um

Figura 9C — animal k6 (tratado) no
t0. Variagdo no tamanho das fibras
(*), infiltrado inflamatério (—) e
| hipertrofia (»). Figura 9D — animal
k6 no tl, poés treino. Tamanho
variado de miofibrilas, infiltrado
discreto e ntcleo central em algumas
fibras. HE, barra = 50um

Figura 9E — animal b7 (controle) no
t0. Variagdo no tamanho das fibras ()
e infiltrado inflamatério (—). Figura
9F — animal b7 no tl. Tamanho
variado de miofibrilas, infiltrado
discreto, hipertrofia () e nucleo
central em poucas fibras ( I:>). HE,
barra = 50um

Figura 9G — animal k3 (controle) no t0.
Variagdo no tamanho das fibras (*),
infiltrado inflamatério (—) e hipertrofia
(™). Figura 9H — animal k3 no tl.
Variagdo no tamanho das fibras
(¥),infiltrado inflamatdrio (—) discreto,
hipertrofia () e nucleo central em
poucas fibras (22). HE. barra = 50um

Figura 91 — animal k1 (controle) no t0.
Variacdo no tamanho das fibras (%),
infiltrado inflamatorio (—) e hipertrofia
(™). Figura 9J — animal k1l no tl.
Variacdo no tamanho das fibras (%),
infiltrado inflamatério (—) discreto,
hipertrofia (P) e nucleo central em
poucas fibras (). HE, barra = 50um
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Nestes mesmos cortes, corados com Picrossirius, observa-se deposigdo aumentada de
fibras coldgenas quando comparada com cortes com mesma coloracdo de animal saudavel ja
no t0. Essa caracteristica se mantém nas imagens do tl tanto no endomisio como no perimisio
(Figura 10A-J). Um dos animais (k1) parece ter preservado a arquitetura muscular mais do
que os outros, apresentando fibras musculares mais homogéneas e menor deposi¢ao de
colageno entre as miofibrilas, principalmente no endomisio (Figura 10B e D).

O animal controle k1 apresentou rotacdo medial de patela bilateral aos 07 meses de
idade. O quadro evoluiu com perda progressiva da postura quadriipede e marcha, sendo
necessario o uso de cadeira de posicionamento, para manutencao da postura quadrapede, duas
vezes ao dia. Dessa forma, o estudo da morfologia muscular foi possivel no tl, porém, os
dados da avaliagdo biomecanica ndo foram coletados neste momento para este animal.

Essa situacdo possibilitou a observacao da auséncia de movimento ativo nos membros
pélvicos e sua relagdo com a morfologia do musculo distrofico e deve ser levada em conta nas

analises de morfologia e adaptacdo muscular no t1.



Figura 10A - animal k4
(tratado) no t0. Deposigdo de
fibras coldgenas em endomisio
(—) e perimisio (*). Figura 10B
— animal k4 no tl. Deposigdo
importante de fibras colagenas
em endomisio ().
Picrossirius, barra = 40pum

Figura 10C — animal k6 (tratado)
no t0. Deposicdo de fibras
colagenas em endomisio (—) e
perimisio (*). Figura 10D -
animal k6 no tl. Deposi¢do de
fibras colagenas em endomisio
(—). Picrossirius, barra = 40pum

Figura 10E — animal b7
(controle) no t0. Deposicdo de
fibras colagenas em endomisio
(—) e perimisio (*). Figura 10F —
animal b7 no tl. Discreta
deposicao de fibras colagenas em
endomisio (—). Picrossirius,
barra = 40um

Figura 10G - animal k3
(controle) no t0. Deposicao de
fibras colagenas em endomisio
(—) e perimisio (*). Figura 10H
— animal k3 no tl. Deposicdo de
fibras colagenas em endomisio
(—) e perimisio (*). Picrossirius,
barra = 40pum

Figura 101 — animal k1 (controle)
no t0. Deposicdo de fibras
colagenas em endomisio (—) e
perimisio (*). Figura 10J -
animal k1 no tl. Discreta
deposicao de fibras colagenas em
endomisio (—). Picrossirius,
barra = 40um

54
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6.2.2 Imuno-histoquimica (IHC)

Cada um dos tipos de coladgeno estudados apresentou localizagdo propria e diferentes
propor¢des no mesmo musculo. Observa-se que os colagenos do tipo I e III foram os mais
presentes, principalmente no perimisio e, em menor propor¢ao, no endomisio.

Em animais saudaveis, o coldgeno I constitui feixes delgados no perimisio muscular.
Nao se observa esse tipo de coldgeno em endomisio (Figura 11A). Nos animais distroficos, o
colageno I constituiu feixes espessos no perimisio, ndo sendo observado no endomisio dos
cinco animais no t0 (Figura 11C e E). No tl, observamos feixes espessos de colageno no
perimisio nos animais tratados e controle. Nos cortes dos animais tratados observa-se que o
colageno I constituiu também feixes delgados no endomisio (Figura 11D), o que nao foi
observado nos cortes de animais distréficos controle (Figura 11F).

O colageno 111, nos cortes dos animais saudaveis constituiu feixes no perimisio, pouco
mais espessos que o coldgeno I (Figura 12A). Nos animais distroficos nota-se que o colageno
IIT constitui feixes espessos de perimisio no t0 (Figura 12C e E). No tempo tl, esse mesmo
colageno constituiu o perimisio e também feixes delgados de endomisio, tanto nos cortes de
animais controle como tratados (Figura 12D e F).

O colageno do tipo IV foi proporcionalmente, o menos presente de todos e ainda
assim, mostrando-se somente no sarcolema das miofibrilas de forma delgada, caracteristica
verificada no aumento de 1000x na fotomicrografia (Figura 13A-D) e ndo observado no
perimisio, como os outros dois tipos.

Dessa forma, o tipo I mostra ser o tipo de colageno que sofreu a influéncia da
fisioterapia, uma vez que esta localizado no endomisio dos animais tratados no t1. O tipo III

esta relacionado a evolugdo da distrofia, ndao parecendo sofrer o efeito da fisioterapia.
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Figura 11 — Fotomicrografia do musculo biceps femoral, IHC colageno I. A: Musculo
de cdo SRD, barra = 50um. B: Controle negativo, barra = 20um. C e D:

musculo distrofico de

cdo controle nos

momentos

e tl,

respectivamente, barra = 20um. E e F: muasculo distréfico de cdo tratado
nos momentos t0 e t1, respectivamente, barra = 20um. (— colageno I em

perimisio; P colageno I em endomisio)



Figura 12 — Fotomicrografia do musculo biceps femoral, IHC colageno III. A:
Musculo de cdo SRD, barra = 50um. B: Controle negativo, barra =
40pm. C e D: musculo distrofico de cdo controle nos momentos t0 e t1,
barra = 40pum. E e F: musculo distrofico de cdo tratado no momento t0
e t1, barra = 40pm. (— colageno III em perimisio; P colageno III em
endomisio)
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Figura 13 — Fotomicrografia do musculo biceps femoral, IHC coldgeno IV.
Barras = 20pm. A: Controle negativo; B: musculo distréfico no
momento t0; C: musculo distréfico de animal controle no momento
tl; D: musculo distrofico de animal tratado no momento tl.
(P colageno IV no sarcolema das miofibrilas).

6.3 Avaliaciao Biomecanica

A coleta dos dados cinematicos e de Forca de reacao do Solo (FRS) foi realizada com
os animais aos 05 meses de vida. Foram realizadas 06 coletas validas de cada animal, em cada
momento (t0 e tl). Foi considerada valida a tentativa em que o animal caminhava pelo
percurso estabelecido e realizava apoio na Plataforma de Forga, com apenas o hemicorpo
direito. O animal precisava realizar, ainda, o apoio com o membro toracico seguido do apoio
do membro pélvico do mesmo lado, sem que o hemicorpo esquerdo tocasse a plataforma. Os
dados de cinematica foram processados e tratados considerando somente o periodo entre
toque dos dedos do membro torécico, até a saida dos dedos do membro pélvico do mesmo

lado (Figura 14).
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Figura 14 — Trecho percorrido pelos animais distroficos durante

coleta da FRS e cinematica no Laboratério de
Biomecanica da EEFE-USP. Animal k4, t0

O comportamento das FRS vertical e horizontais (cranio-caudal e médio-lateral) em

caes saudaveis ja esta estabelecido. A figura 15 ilustra o comportamento das trés forgas de

acordo com Gillette e Angle (2008).
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Figura 15 — Grafico tipico das FRS em caes saudaveis representando a forca de reacao dos

dois membros (toracicos e pélvicos) do mesmo hemicorpo do animal no trote. L
A/P: linha da forga antero-posterior; L. M/L: linha da for¢a médio-lateral; L
Vert: linha da forca vertical. O primeiro pico da L Vert se refere a forga de
reacdo do membro tordcico e¢ a segunda ao membro pélvico. Os valores
negativos da L A/P (azul) estdo relacionados a forga de frenagem e os positivos,
relacionados a forga de propulsao do membro (Gillette e Angle, 2008).

6.3.1 Cinematica

Sincronizado com a coleta da Forga de Reac¢do do Solo foram coletados seis videos de

marcha para analise do deslocamento angular durante a fase de apoio do membro toracico e
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pélvico. Seis articulagdes de interesse foram descritas: tornozelo, joelho, coxofemoral, ombro,

cotovelo e carpo (Figura 16).

o coxofernoral

o joelho
o cotovelo

e lomozelo

@ Carpo

»
13 1 -

Figura 16 — Angulos articulares de interesse analisados
utilizando o sistema Peak Motus

Os animais foram incentivados a caminhar por meio de comando verbal, sem o uso de
guias, a fim de ndo alterar a maneira individual de deambulacdo dos animais.

A diminui¢do do angulo articular foi considerada como flexdo e o aumento do mesmo
angulo, extensdo. Nas imagens (Figuras 17 a 20), a curva descendente caracteriza uma
diminui¢do do angulo e uma curva ascendente, a extensao angular.

Os resultados da dindmica articular foram descritos por articulagdo. Além disso, estdo
ilustrados abaixo os picos maximos de flexao e extensdo de cada articulacdo durante a fase de

apoio.
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Figura 17 — Média e desvio
padrao do deslocamento angular
das articulagdes coxofemoral,
joelho e tornozelo dos animais
distroéficos no t0. Forca de
Reacdo do Solo Vertical (Fy) ao
apoio do membro toracico (a) e
pélvico (b) normalizada pelo
peso corporal. Pico da flexdo
(— ) Pico da extensdo articular

(=»

o3B85833R

N
oo

deslocamento angular (graus)

BRESITIB  IYBTERY

i =y
ONBRDOON D oo

Forca (PC)

Figura 18 — Média e desvio
padrao do deslocamento angular
das articulagdes coxofemoral,
joelho e tornozelo dos animais
distréficos no tl. Forca de
Reacdo do Solo Vertical (Fy) ao
apoio do membro toracico (a) e
pélvico (b) normalizada pelo
peso corporal. Pico da flexdo
(=) Pico da extensdo articular

-»

L




deslocamento angular (graus)

BEIBESE8

Forga (PC)

deslocamento angular (graus)

Forga (PC)

8

8

So

BEIBESE8

So

ovho o3

BBEELNE

=2

T N SN X
Jabalslads el (MANAANAANN] (MARAANAANN] LLbb bbb LLLLLI

S
ONB

ONPR O

o

62

Figura 19 — Média e desvio
padrao do deslocamento angular
das articulagdes do carpo,
cotovelo e ombro dos animais
distroficos no t0. Forca de
Reacao do Solo Vertical (Fy) ao
apoio do membro toracico (a) e
pélvico (b) normalizada pelo
peso corporal. Pico da flexdo
(—) e pico da extensdo articular

(W)

Figura 20 — Média e desvio
padrdao do deslocamento angular
das articulagdes do carpo,
cotovelo e ombro dos animais
distroficos no tl. Forga de
Reacao do Solo Vertical (Fy) ao
apoio do membro toracico (a) e
pélvico (b) normalizada pelo
peso corporal. Pico da flexdo
() e pico da extensdo articular

(Gng)
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A média das amplitudes de movimento articular de cada uma das articulagdes

estudadas esta descrita nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3— Média da Amplitude de movimento articular (ADM) ativa das articulagdes do membro
toracico dos animais controles e treinados

t0 t1
Ombro Cotovelo Carpo Ombro Cotovelo Carpo
b7 (c) 15.89 28.34 33.75 30.14 38.75 75.94
k1 (c) 19.39 41.17 48.44 - -
k3 (¢) 23.04 22.19 64.69 22.28 36.68 47.17
19.44+3.57 30.56+9.68  48.96+15.47  26.21+£5.56 37.71+1.46  61.55+20.34
k4 (t) 29.99 23.49 55.05 21.386 28.56 41.03
ko6 (t) 31.77 37.37 80.19 14.428 31.12 25.365

30.88+1.26 30.43£9.81  67.62+17.78 17.91+4.92 29.84+1.81  33.19+11.07

c: animais controles; t: animais tratados; *teste de Wald comparando a média do grupo tratado com o controle
para cada articulagdo no t0 e tl; T teste de Wald para comparagdo da média do t0 e t1 da mesma articulacéo,
considerando p<.01.

Nas articulagdes do membro tordcico nota-se que, a que apresentou maior amplitude
tanto no t0 como no tl, foi o Carpo. Nao houve diferenca significativa entre os animais
tratados e controles no tl para as trés articulagdes do membro toracico. Analisando as
amplitudes do t1 em relacdo ao t0, encontramos diminuicao significativa (p = 0.035) na ADM

ativa do ombro dos animais tratados.

Tabela 4 — Média da Amplitude de movimento articular (ADM) ativa das articulagdes do membro pélvico
dos animais controles e treinados

t0 tl
Coxofemoral Joelho Tornozelo Coxofemor Joelho Tornozelo
b7 (c) 11.11 19.81 9.31 18.91 20.5 25.79
k1 (¢) 14.6 28.02 11.91 - - -
k3 (¢) 16.46 27.63 19.94 12.18 41.09 28.17
14.05+2.71 25.15+4.63 13.7245.54+  15.45+4.75* 30.79+14.55 26.98+1.68
k4 (t) 16.11 24.4 13.85 18.15 22.19 19.58
k6 (t) 20.74 23.58 21.88 6.01 26.74 16.27

18.42+3.27+  23.99+0.57  17.86+5.67  12.08+8.58*t  24.26+3.21% 17.92+2.34

c: animais controles; t: animais tratados; *teste de Wald comparando a média do grupo tratado com o controle
para cada articulagdo no t0 e tl; T teste de Wald para comparagdo da média do t0 e t1 da mesma articulagéo,
considerando p<.01.

O joelho foi a articulagdo com maior amplitude ativa no membro pélvico durante a
marcha. No tl, a ADM ativa da articulacdo coxofemoral (p<.0001) foi significativamente
diferente entre os animais tratados e controles (ver Figuras 17 e 18). Houve diminui¢do
significativa da ADM ativa da articulacdo coxofemoral nos animais tratados comparando o t0
com o tl (p<0.0001). O tarso (ou tornozelo) manteve os valores do t0 para o tI nos animais

tratados e controles, com uma tendéncia ao aumento da ADM ativa nos animais controles.
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6.3.1.1 Velocidade

Analisando a velocidade dos dois pontos reflexivos localizados proximos ao tronco
(ombro e coxofemoral), observamos que o “ombro” — ponto numero 8 — foi 0 que apresentou
menor variagdo. Dessa forma, os valores deste ponto foram selecionados para os calculos de
velocidade linear de cada animal no t0 e t1.

A velocidade média no t0 (n=5) foi de 0.64 m.s™ + 0.47. No tl, a velocidade média
dos animais controles (b7 e k3) foi 0.64 m.s™ + 0.32 e dos animais tratados (k4 e k6) foi 0.45
m.s” +0.21 (Figura 21).

1.2 0.64
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t0 (n=5) controles tratados

Figura 21 — Média da velocidade de coleta no t0 (n=5) e tl
(animais separados em tratados e controles) em

-1

m.s".

A velocidade da marcha dos caes influencia no tempo de apoio dos membros durante o
ciclo de marcha (MCLAUGHLIN; ROUSH, 1994, MCLAUGHLIN; ROUSH, 1995;
GRIFFIN et al.,, 2004). A figura 22 ilustra duas velocidades de marcha e as respectivas

porcentagens do tempo de apoio dos membros pélvicos e toracicos.
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Figura 22 — Relagdo do tempo de apoio dos membros toracicos e pélvicos com a velocidade
de marcha. LH: membro pélvico esquerdo; LF: membro tordcico esquerdo; RH:
membro pélvico direito e RF: membro torécico direito (GRIFFIN et al., 2004)
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As coletas validas consideraram os ciclos de marcha que tiveram inicio com o apoio
do membro toracico direito (RF) seguido do apoio do membro pélvico direito (RH). Os
animais estudados tiveram os valores de velocidade variando de 0.45 a 0.64 m.s™.

Dessa forma, nos graficos das FRS vertical e horizontais, os primeiros 50% do ciclo

representam o apoio do membro torécico e os ultimos 50%, o apoio do membro pélvico.

6.3.2 Forc¢a de Reacao do Solo

As coletas validas dos animais serdo expressas em média e desvio padrio nos
momentos t0 e t1. Nos cinco animais estudados, a Forca Vertical (Fy) para o membro toracico
foi maior que a do membro pélvico no t0 e tl. A média da Fy no tl para os cinco animais
distroficos foi significativamente maior que no t0 (p < 0.001) (Figura 23). Os animais controle
apresentaram aumento do seu tempo de apoio dos membros toracicos no tl, de 49 para 53%

do ciclo de marcha (Figura 23).
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Figura 23 — Média e desvio padrdo da For¢a de Reagao do Solo Vertical (Fy) dos cinco animais no
t0 (n=5) e t1 (separados em tratados e controles) normalizado pelo peso corporal (PC)

Os picos verticais da Fy, do membro toracico e pélvico, estdo descritos na tabela 5. Os
valores no tl foram significativamente maiores que os de t0 para o membro toracico e

pélvico.
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Tabela 5 — Média dos valores de pico da Forga vertical (Fy) de cada um dos animais para o
membro toracico e pélvico no t0 e t1 normalizado pelo peso corporal

t0 t1
toracico pélvico toracico pélvico

Controles b7 5.87 3.08 9.62 3.61

k3 6.94 5.57 10.93 9.82

k1 6.81 3.28 -—-- -—--

mean £ SD 10.19 £ 0.92f  6.68 £ 4.40+
Tratados k4 7.96 5.17 11.82 6.72

k6 7.53 3.59 9.24 6.10

mean + SD 6.91 +2.147 4.01 £1.47+ 10.50 + 1.82+ 6.05 = 0.45+

* teste de Wald comparando grupo tratado e controle no t1 considerando p < .01, sem diferenca significativa
entre os grupos nesse tempo. 7 teste de Wald comparado o tl com t0, diferenca significativa para os membros
toracicos e pélvicos para p <.01.

A Forga Antero-posterior (Fx) est4 ilustrada na figura 24 e os seus componentes Fx "

(propulsdo) e Fx (frenagem) detalhados.
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Figura 24 — Média e desvio padrido da Forca de Reacdo do Solo Antero-posterior (Fx) dos cinco
animais no t0 (n=5) e tl (separados em tratados e controles) normalizado pelo peso
corporal (PC), bem como as componentes de propulsio (Fx") e frenagem (Fx')

No t0, os cinco animais distréficos estudados mostraram forca de propulsio (Fx)

préoxima de zero. O grafico aponta uma tendéncia dos animais tratados para uma diminui¢ao
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desta FRS (Fx") e aumento da forga de frenagem (Fx') no t1 em relagdo ao t0, principalmente

em relacdo ao membro pélvico, porém, a mesma nao foi significativa (p=0.72).

A forca médio-lateral (Fz) esta ilustrada na figura 25 e os seus componentes Fz'

(lateral) e Fz (medial) detalhados.
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Figura 25 - Média e desvio padrio da For¢a de Reagdo do Solo Médio-lateral (Fz) dos cinco animais
no t0 (n=5) e t1 (separados em tratados e controles) normalizada pelo peso corporal (PC),
bem como os componentes lateral (Fz") e medial (Fz)

No t0, os animais iniciaram o contato do membro toracico com a borda lateral do
carpo, direcionando a Fz para o sentido medial. Em seguida, a forca ¢ direcionada para o
sentido lateral (apoio na borda medial do carpo) voltando para medial no final do contato dos
membros toracicos (Figura 25). A Fz atinge valores de aproximadamente 1.37 vezes o peso
corporal dos animais no sentido lateral (Fz') e 2.45 vezes no sentido medial (Fz') para o
membro toracico no t0.

Com a evolucdo da distrofia muscular, os membros toracicos direcionam a Fz durante
todo o apoio do membro toracico para o sentido medial. Essa for¢a mostra valores
significativamente maiores no membro tordcico dos animais tratados, em relacdo aos
controles (p<0.0001), atingindo valores de até 5.93 vezes o peso corporal para a Fz'.

Ao contrario do comportamento dos membros toracicos, os membros pélvicos no t0 e
também no t1 dos animais tratados e controles iniciam o contato com a borda medial do tarso,

direcionando a for¢a para o sentido lateral. Em seguida, a Fz ¢ direcionada para o sentido
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medial. Os valores da Fz'do membro pélvico atingem 1.77 vezes o peso corporal dos animais

e os valores da Fz’, 3.02 vezes o peso corporal.

6.3.2.1 Forca de Reacio do Solo x Velocidade

Observamos correlagdo positiva e significativa da FRS anteroposterior com a
velocidade linear, maior no tl tanto na marcha dos animais tratados (r = 0.575), como dos
controles (r = 0.524).

A FRS vertical ndo mostrou correlagdo com a velocidade no t0 ou tl e a FRS
médiolateral apresentou correlacdo negativa e significativa, porém, fraca no t0 (r = -0.334) e

t1 (-0.217 para os controles e -0.359 para os tratados).



7 Discussao
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7 DISCUSSAO

As pesquisas mais recentes na area de Distrofia Muscular de Duchenne, em geral,
abordam terapias medicamentosas, celulares e genéticas e suas repercussdes em nivel
molecular.

A inexisténcia de um tratamento definitivo para esta doenca tem incentivado estudos
com modelos animais, principalmente o camundongo mdx, por diferentes grupos de pesquisa
do mundo. O modelo canino, indicado para os estudos pré-clinicos da DMD devido as
similaridades com a DMD humana (NAGARAJU et al., 2009), apresenta como principal
limitagdo a variabilidade fenotipica e o alto custo de manutencdo (BANKS;
CHAMBERLAIN, 2008). Ainda assim, vem sendo utilizado principalmente em estudos de
terapias que se mostraram promissoras no modelo mdx (WANG et al., 2009).

Enquanto isso se observa, ao longo dos anos e principalmente em paises com melhor
infraestrutura na area da satde, um crescimento da populagdo adulta com DMD devido ao
acesso a tecnologia e cuidados domiciliares (GIBSON et al., 2007; MANZUR; KINALI;
MUNTONI, 2008). Segundo esses autores, os principais avangos nos cuidados foram em
relagdo ao tratamento com corticosteroides, suporte ventilatorio nao-invasivo € manejo
adequado das cardiomiopatias e da escoliose.

Dessa forma, o niimero de pacientes DMD ambulantes e nio ambulantes vem
crescendo nos ultimos anos. Enquanto diversos tratamentos estdo em fase de pré-clinica, esta
populagdo recebe tratamento de suporte e preventivo, ou seja, acompanhamento das fungdes
cardiopulmonares e das contraturas e escoliose (STROBER, 2006).

Em artigo recente, McLoon (2008) discute que a inexisténcia da cura para a distrofia
muscular deve estimular investigagcdes de terapias complementares e de suporte da doenga,
que aumentem a qualidade de vida dos pacientes.

Entretanto, poucas pesquisas discutem especificamente sobre estas terapias
disponiveis para os pacientes com DMD. Os resultados aqui apresentados pretendem
contribuir, cientificamente, com a area de fisioterapia motora, utilizada como terapia de
suporte e preventiva em pacientes DMD.

Os achados desta pesquisa confirmam a sua primeira hipdtese, isto ¢, de que a
fisioterapia motora aqui aplicada modifica a morfologia muscular do musculo distrofico,

devido as exigéncias mecanicas do movimento. Por outro lado, a segunda hipotese, de que a
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fisioterapia motora mantém as caracteristicas cinematicas ¢ dinamicas da marcha nos animais
distroficos, foi rejeitada.

Discutiremos as principais adaptagdes teciduais e funcionais descritas e provocadas
pela fisioterapia motora empregada nesta pesquisa, com o modelo canino de estudo da DMD.

Além dos resultados gerados com o delineamento experimental, um dos animais
controles estudados (k1) evoluiu, inesperadamente, para uma rotacdo medial de patela
bilateral. Essa alteragdo gerou perda da mobilidade associada com contraturas em aducao
bilateral dos membros pélvicos.

Analisando a morfologia do musculo desse animal no tl, nota-se que o tecido
distrofico apresentou menor heterogeneidade das fibras, poucos nucleos centrais e deposi¢ao
discreta de fibras coldgenas em endomisio, quando comparado com o musculo dos outros
animais controles ou tratados.

A imobilidade na DMD havia sido apontada por Kimura et al. (2006) como fator de
protecao da deterioracdo da morfologia muscular. A preservacao da morfologia muscular
neste animal da pesquisa foi evidente, porém, a custa de uma perda de funcdo importante
antes do primeiro ano de vida. Dessa forma, a situagdo de extrema imobilidade, apesar de
benéfica para a morfologia muscular, ndo é compativel com a fungdo motora.

No outro extremo, alguns autores relatam situacdes onde a mobilidade, empregada por
meio de protocolos de atividades, provoca dano muscular em camundongos saudaveis.

Gomes et al. (2007) submeteram o musculo s6leo de camundongos sadios ao
alongamento passivo pds imobilizagdo. Eles utilizaram como protocolo, alongamento
mantido, passivo, trés vezes por semana, durante 40 minutos. Analisando o tipo de fibras ¢ a
morfologia muscular, os autores relatam que o alongamento, ao invés de proteger o musculo
imobilizado, causou danos ndo observados no grupo alongado apenas uma vez por semana.
Eles concluem que o alongamento ¢ uma ferramenta terap€utica que precisa ser utilizada, na
pratica, com cautela.

Essas evidéncias precisam ser levadas em consideragdo no estabelecimento de
protocolos de fisioterapia, uma vez que, atividades concebidas como benéficas, podem causar
alteragdes morfologicas ainda a esclarecer. Em musculos distroficos, as modalidades
terapéuticas e também a freqiiéncia ideal ainda precisa ser investigada com cuidado. Ao
mesmo tempo em que a imobilidade ¢ benéfica para preservar a morfologia, sabe-se que ela
impossibilita a funcionalidade. E o movimento, sensivelmente acima do limiar permitido,

pode gerar danos irreparaveis nesta musculatura.



72

De acordo com Grange e Call (2007) os mesmos exercicios, empregados para o ganho
de forca e resisténcia muscular em individuos saudaveis, podem exacerbar o dano muscular
em musculos distroficos. Esses autores sugerem que um limiar precisa ser definido para guiar
a prescri¢ao de exercicios para a DMD. E ainda, que investiga¢cdes no modelo canino GRMD
podem elucidar pontos importantes de exercicios em humanos DMD.

Aos 03 meses de idade, os animais apresentam as alteracdes histopatologicas
caracteristicas da distrofia muscular, principalmente infiltrado inflamatério e heterogeneidade
das fibras musculares. O infiltrado inflamatério € caracteristico de fibras em inicio de
regeneragdo (SEGAWA et al., 2008), o que revela que nesta fase os animais ainda apresentam
a capacidade de regeneragao muscular.

Lieber (2002) descreve que as principais caracteristicas, ao exame microscopico de
musculos distréficos, sdo a importante variagdo no tamanho das fibras e o nucleo central,
sugerindo repetidos ciclos de regeneragdo e degeneragdo muscular. No caso da DMD, a
regeneragao nao ¢ capaz de compensar a degeneragdo, o que leva a uma progressiva perda de
fibras musculares funcionais.

A auséncia de nucleos centrais no musculo esquelético de camundongos mdx,
submetidos a treino de resisténcia, foi apontado por Landisch et al. (2008) como indicativo de
adaptacao muscular positiva ao exercicio.

No tl do exame morfologico dessa pesquisa, nota-se o aparecimento dos ntcleos
centrais, o que ndo havia sido observado no t0. Essa caracteristica histopatologica revela que
o musculo dos animais nesta idade ja havia sido submetido a pelo menos um ciclo de
degeneracao-regeneragdo (PASTORET; SEBILLE, 1995). A intensidade de fisioterapia
motora aqui utilizada parece ndo influenciar na presenga de nucleos centrais e
heterogeneidade das fibras.

As fibras hipercontraidas (ou hipertroficas) foram muito evidentes nos cortes dos
animais controles no tl, porém, nao nos animais tratados. Fibras hipercontraidas sugerem uma
resposta de regeneragdo do tecido, associado ao processo inflamatorio (ROTH et al., 2000;
LIEBER, 2002). A presenca deste tipo de fibra, no musculo dos animais controles e ndo no
dos tratados, sugere que a fisioterapia aplicada pode ter acelerado o processo de degeneragao.

Somada a esta evidéncia histologica, a deposi¢ao de fibrose muscular aqui estudada na
microscopia e imuno-histoquimica, aponta para um maior dano muscular nos animais
submetidos a fisioterapia.

Segawa et al. (2008) estudaram a regeneragdo muscular incompleta por meio da

supressao parcial dos macréfagos no tecido e afirmam que neste caso, a regeneragdo ¢ lenta,
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severamente prejudicada e causa fibrose. Lieber (2002) afirma que, em paralelo com as
mudancas histopatoldgicas na musculatura distrofica, ocorre uma proliferacdo de tecido
conjuntivo e adiposo a ponto do musculo se tornar ndo funcional.

A reacdo inflamatéria e consequente fibrose muscular na DMD ¢ pouco
compreendida, porém, acredita-se que a fibrose seja uma sequela do infiltrado inflamatorio
decorrente da lesao muscular (MCLOON, 2008). Em nossos animais observa-se que, na idade
de 3 meses (t0) os cinco animais distroficos apresentam deposi¢do de fibrose muscular
aumentada em relacdo a musculos sadios, observada pela presenga de fibras colagenas tanto
no endomisio como no perimisio.

Cozzi et al. (2001) quantificaram as caracteristicas histopatoldgicas do musculo do
modelo GRMD e afirmam que a fibrose muscular ja estd presente aos 15 dias de idade,
porém, ndo aumenta com a idade. Nguyen et al. (2002) acompanharam as alteragdes
histopatologicas de animais GRMD desde o nascimento e relatam que, a partir dos 2 meses de
idade, a fibrose ¢ uma caracteristica presente nos cortes de musculos distroficos.

A fibrose endomisial é considerada como alteracdo histopatoldgica secundaria e
merece destaque no estudo da lesdo muscular, uma vez que € observada apenas nos musculos
esqueléticos humanos, do modelo GRMD e no diafragma do modelo mdx (NGUYEN et al.,
2002). Essa caracteristica faz do modelo canino GRMD uma importante fonte de
entendimento da evolu¢do da doenga a partir da fibrose.

Os achados no modelo GRMD destes dois autores confirmam a presenca da fibrose
em idades precoces nestes animais (COZZI et al., 2001; NGUYEN et al., 2002). A fim de
melhor entender a localizagdao da fibrose no musculo distréfico e as adaptagdes teciduais na
presenca da fisioterapia, utilizamos a analise imuno-histoquimica dos colagenos do tipo I, III
e IV, uma vez que sdo apontados por diferentes estudos como quantitativamente aumentados
na DMD (DUANCE et al., 1980; HANTAI et al., 1995; HUEBNER et al., 2008).

Tanto o coldgeno do tipo I como o do tipo III estdo aumentados no musculo dos
animais aos 3 meses de idade (t0), porém, o coldgeno IV manteve-se somente no sarcolema
durante todo o periodo do estudo, como em animais sadios.

Apesar do colageno do tipo IV ser descrito como aumentado nos musculos distroficos
de humanos com DMD (DUANCE et al., 1980; RAMPOLDI et al., 1986), pesquisas mais
recentes, com drogas inibidoras da fibrinogénese no modelo madx, t€ém focado nos tipos I e III
(HUEBNER et al., 2008; HUANG et al., 2009).

Ainda, um desses estudos citados, de Rampoldi et al. (1986) analisou a bidpsia de

humanos DMD em cultura de células, € nao in vivo. Além do colageno IV, os autores
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investigaram o colageno III, laminina e fibronectina, porém, ndo encontraram alteracdes
significantes em comparagdo com culturas de musculos controle, exceto para o colageno IV.
As particularidades de um estudo in vitro (facilidade de diferenciagdo de um tipo celular,
selecdo de anticorpos especificos, dificil mimetizagdo de todos os fatores envolvidos, entre
outros) pode ser um dos motivos para a diferenga nos resultados encontrados.

Em estudo de 2002, Porter et al. investigaram, por meio da expressdo génica, a
resposta inflamatdria de musculos distroficos do modelo mdx. Dos 26 tipos de coldgenos
estudados, eles encontraram apenas 8 com elevada expressdo génica nos musculos do membro
pélvico dos camundongos, destacando-se os tipos I e I11.

Dessa forma, esses dois tipos de colageno (I e III) estdo mais fortemente relacionados
a resposta inflamatdria e secunddria deposicao da fibrose intersticial nos musculos distréficos
humanos e dos modelos mdx e canino GRMD.

O colageno muscular do tipo I estd aumentado em relagdo ao observado nos musculos
de animais sadios e localizado no perimisio dos cinco animais no t0. No t1, este colageno esta
também localizado no endomisio do musculo dos animais tratados. Diferente dos outros dois
tipos de colagenos estudados, a localizagdo muscular do colageno do tipo I foi influenciada
por esta intensidade de fisioterapia aplicada.

Desguerre et al. (2009) estudaram diferentes caracteristicas histopatologicas do
musculo de pacientes DMD e relacionaram com 13 caracteristicas clinicas relevantes. A
fibrose endomisial, quantificada por histomorfometria, foi a unica caracteristica
histopatologica estudada que se relacionou com a perda da fun¢do motora, traduzida por forga
muscular do quadriceps, teste muscular manual dos membros superiores € inferiores e perda
da deambulacao.

A fibrose endomisial, observada em nosso estudo, foi caracteristica dos animais
submetidos a fisioterapia, o que sugere uma perda funcional destes muisculos. Outro ponto que
colabora com esta evidéncia ¢ que o coldgeno encontrado no endomisio ¢ o do tipo I,
notavelmente presente em tecidos pouco flexiveis, como tenddes ou nas jungdes
musculotendineas.

De acordo com Mackey et al. (2005) os colagenos do tipo I e III coexistem no mesmo
tecido e suas proporgoes relativas definem as propriedades funcionais deste tecido. Na
predominancia do coldgeno do tipo I, o tecido apresenta uma alta resisténcia a tensdo. Ja
tecidos com maiores proporc¢des de colageno do tipo III possuem grande flexibilidade.

A relagdo da expressao do colageno muscular e a miogénese foi investigada por

Alexakis et al. (2007) no musculo do modelo mdx. De acordo com seus resultados, o
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colageno tipo I mostrou-se envolvido na regulacao da diferenciagdo das células musculares,
uma vez que, a presenca deste tipo de colageno nas culturas celulares, inibiu a diferenciagao.
Ainda, diferente do musculo dos camundongos saudaveis, o masculo do mdx continua a
produzir coldgeno do tipo III na idade adulta. Os autores (ALEXAKIS et al., 2007) sugerem
que o colageno do tipo I na distrofia muscular, além de inibir a regeneragdo muscular
favorece a producao do colageno muscular, gerando um mecanismo com grande repercussao
nas estratégias de tratamento.

Assim, ainda que a causa da fibrose ndo esteja completamente estabelecida, sabe-se
que sua presenca no tecido muscular esta associada a perda de fungdo, devido a consequente
perda da flexibilidade (caracteristica do tecido muscular), dificuldade de vascularizacao
ocasionada por sua presenca no tecido (NGUYEN et al., 2005), entre os outros fatores como
apontado por Alexakis et al. (2007), o que dificulta a regeneracdo muscular.

Associado ao colageno do tipo I, o colageno do tipo III esta intimamente relacionado a
formacao cicatricial (VAN DEN BOGAERDT et al., 2009). Ainda que confira a caracteristica
de flexibilidade aos tecidos, segundo Huang et al. (2009) nas distrofias musculares sua
presenca esta fortemente envolvida na fibrose secundéria ao dano muscular.

Passerini et al. (2002) avaliaram o nivel de RNAm e a distribui¢do do TGFf-1
(transforming growth factor-betal), fator de crescimento do tecido conjuntivo e colagenos no
musculo de animais do modelo GRMD em diferentes idades. Eles afirmam que citocinas
estdo envolvidas na fibrose deste modelo, assim como em humanos DMD, o que sustenta a
utilidade do GRMD para investigar novas abordagens terapéuticas para a distrofia muscular.

Da mesma forma, em um estudo dos achados histopatolégicos e histoquimicos de
musculos de animais GRMD desde o nascimento, Nguyen et al. (2002) concluem que este
modelo de estudo é o uUnico que apresenta, precocemente, as mesmas caracteristicas
secundarias da doenga (fibrose endomisial e importante atrofia das fibras musculares)
observadas em humanos DMD.

O estudo da fibrose na DMD e em seus modelos experimentais vem sendo cada vez
mais explorado, seja em relagdo aos seus fatores e eventos causais, a expressdo génica dos
tipos colagenos envolvidos, a sua localizagdo e adaptagdo frente as novas terapias de suporte
ou tratamentos.

O aumento da fibrose no tecido muscular, em quantidade e localizagdo, reflete
prejuizos funcionais. Em contrapartida, drogas ou terapias capazes de diminuir a fibrose
(MCLOON, 2008) ao mesmo tempo em que melhoram a for¢a de preensdo dos membros

pélvicos (HUANG et al., 2009) ou a fungdes vitais, como a cardiaca e respiratoria dos animais
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(HUEBNER et al., 2008), mostram-se extremamente promissoras para os pacientes com
DMD.

De maneira geral, observa-se que o desafio nas terapias com pacientes DMD implica
em inibir a progressdo das alteracdes decorrentes da auséncia da distrofina muscular e,
simultancamente, oferecer um incremento na funcdo deste mesmo tecido, resultando em
ganho de flexibilidade e aumento do tempo de ambulagdo dos pacientes.

Além dos resultados da localizagdo e tipos de coldgenos envolvidos na fibrose do
musculo dos animais distroficos, esta pesquisa aborda as caracteristicas das articulagdes e
distribuicdo do peso corporal do animal durante sua ambulagdo, por meio da avaliagdo
biomecanica da marcha, na presenca da fisioterapia motora.

A avaliacdo biomecanica ¢ uma ferramenta capaz de quantificar as varidveis da
marcha em relagdo aos seus aspectos cinematicos e dindmicos. A estrutura tecnologica e o
alto custo dos aparelhos, necessarios para o emprego desta ferramenta de avaliagdo, faz com
que esta ciéncia ainda apresente uso limitado em situagdes diretamente ligadas as terapias ou
testes pré-clinicos (GILLETTE; ANGLE, 2008).

Desde 1975 o uso da avaliagdo biomecanica, para andlise de marcha de pacientes, vem
sendo indicada e sistematizada (LETTS et al., 1975). Porém, o uso desta ferramenta com
pacientes DMD gerou poucas publicagdes at¢ o momento. Em contrapartida, as poucas
pesquisas, que abordam a marcha dos pacientes com distrofias musculares, contribuem de
maneira significativa para se compreender as adaptacgdes e estratégias utilizadas pelos mesmos
para manter a deambulagdo funcional, com a progressiva fraqueza muscular causada pela
doenca.

Os primeiros textos publicados com pacientes DMD datam da década de 80
(KHODADADEH et al., 1986), com poucos sujeitos mas, utilizando a avaliacdo com cameras
de video associadas a Plataforma de Forca. Esses autores estudaram os momentos na
articulacdo do joelho de pacientes DMD e seus achados sugerem que a marcha com o
tornozelo em flexdo plantar € necessdria para a manutencdo da forca nas articulagdes
proximais, entre elas o joelho. Seus resultados foram confirmados por estudos posteriores.

Em artigo recente, Graudealt et al. (2009) investigaram o efeito da contratura, em
flexdo plantar do tornozelo, na marcha de pacientes DMD. Seus achados, bem como
resultados anteriores do mesmo grupo (GRAUDEALT et al., 2007) sugerem que esta
contratura, avaliada pelo momento passivo da articulagdo, seja necessaria para compensar a

fraqueza muscular progressiva e manuten¢do da marcha nestes pacientes.
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Esses resultados apontam que a contratura, em flexdo plantar do tornozelo, ¢ uma
estratégia adotada que parece ser benéfica para a marcha dos pacientes DMD. De outro lado,
muitos sdo os protocolos de tratamento que, ainda hoje, preconizam o alongamento dos
musculos flexores plantares do tornozelo para pacientes deambulantes ou mesmo o uso de
orteses noturnas para alongamento passivo dos mesmos musculos (EAGLE, 2002; PARKER
et al., 2005). Nota-se, que com resultados diferentes do encontrado em avaliagdes qualitativas
da marcha, a avaliagdo biomecanica pode contribuir para a tomada de decisdes em fisioterapia
desses pacientes.

Da mesma forma que nas avaliagdes com humanos, as publicagdes em avaliacio
biomecanica animal vém crescendo e contribuem com informagdes que uma analise
qualitativa ndo oferece. Quinn et al. (2007) realizaram um estudo comparando os resultados
da avaliagdo da marcha com observacdo visual (escalas numéricas qualitativas) com os da
avalia¢do quantitativa (biomecanica) de animais submetidos a osteotomia de tibia, corrigidos
por fixadores externos. Os resultados dos dois tipos de avaliacdo tiveram concordancia
somente quando o grau de claudicagdo era severo. A avaliagdo qualitativa ndo foi capaz de
detectar claudicagdes de grau leve.

Outro artigo analisa a observacdo dos proprietarios ¢ os resultados fornecidos pela
avaliacdo da For¢a de Reacdo do Solo de animais no pds-cirurgico de descompressao da
estenose lombosacral degenerativa (SUWANKONG et al., 2007). Os resultados obtidos com
a plataforma de forca mostram prejuizo da forga propulsiva dos membros pélvicos dos
animais, enquanto os proprietarios os avaliam como tendo sua funcdo totalmente
reestabelecida.

Esses dois artigos mostram a sensibilidade da avaliacdo biomecanica, que além de
fornecer dados quantitativos para comparagdo da progressdo de uma doenga degenerativa ou
diferengas pré e pos-tratamento, também possibilita ao profissional entender as perdas de
funcdo e alteracdes decorrentes de terapias e/ou doengas.

Até o momento, um Unico artigo utilizando uma ferramenta biomecanica foi publicado
com o modelo experimental canino da DMD. Isso porque, além da avaliacdo biomecanica
animal ser recente em todo o mundo, devido as dificuldades encontradas na coleta dos dados,
este modelo experimental canino também se encontra em fase de estudos. Este artigo, de
Barthélémy et al. (2009), investiga a viabilidade do uso do acelerometro como medida
quantitativa da marcha de animais distroficos.

Esta ferramenta difere da utilizada em nossa pesquisa, uma vez que o acelerometro ¢é

acoplado ao corpo do animal. A vantagem estd em fornecer as variaveis de comprimento e
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freqiiéncia do passo e 3 eixos de for¢a do movimento estudado, medidos a partir de diferentes
passos (KAVANAGH; MENZ, 2008).

Os dados apresentados pelo estudo de Barthélémy et al. (2009) fornecem, pela
primeira vez, importantes caracteristicas da marcha do animal distréfico, porém, possui a
limitacdo de ndo detalhar os componentes da for¢a horizontal (frenagem, propulsdao, medial
ou lateral), bem como nao diferenciar o que corresponde ao membro toracico e pélvico,
respectivamente.

Estudos da cinética da marcha, utilizando Plataforma de For¢a sincronizada a
filmagem de video, tém sua confiabilidade atestada com animais saudaveis ou portadores de
diferentes patologias.

Apesar da limitacdo de avaliar um tUnico passo, a Plataforma de Forca permite o
registro de mais de uma coleta por animal e o detalhamento dos componentes das FRS, além
de ser acessivel a um maior numero de pesquisadores e clinicos, uma vez que o objetivo final
da obten¢ao dos dados quantitativos ¢ a padronizacdo das ferramentas de avaliagdo
(MERCURI et al., 2008), para que a mesma possa ser utilizada por diferentes grupos de
pesquisa no mundo.

A coleta dos dados da pesquisa foi realizada no Laboratério de Biomecanica da Escola
de Educacao Fisica e Esportes da USP, equipado e organizado para a coleta de dados em
humanos. Uma plataforma foi utilizada para coleta (modelo KISTLER AG 9287 A), sendo
necessaria a adaptagdo do espaco, para que o animal realizasse o apoio do membro toracico,
seguido do apoio do pélvico de um unico € mesmo hemicorpo, sendo o esquerdo, o hemicorpo
de escolha. Essa mesma estratégia de coleta foi empregada por Suwankong et al. (2007) e
Quinn et al. (2007). Ainda que esta dificuldade ndo impossibilitasse a coleta, ela aumentou o
nimero de tentativas para que conseguissemos ao menos, seis coletas validas para cada um
dos animais.

Além disso, os cinco animais avaliados passaram por um processo de adaptacdo ao
espaco do laboratorio antes da coleta. Essa adaptagdo foi realizada com o objetivo de os
animais sentirem-se familiarizados ao ambiente de coleta e pudessem realizar a marcha,o mais
proximo possivel do usual, sem interferéncia no resultado final.

Para a andlise dos resultados foram consideradas validas apenas as tentativas onde os
animais cumpriram os requisitos de passagem sobre a Plataforma de Forca somente com o
hemicorpo esquerdo e os pontos reflexivos estivessem perfeitamente visiveis para

digitalizacdo e processamento dos mesmos. Um observador verificava cada uma das
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passagens dos animais sobre a plataforma, para garantir que os mesmos haviam passado da
maneira correta.

Pelos motivos citados no inicio da discussdo deste trabalho, o animal k1 participou
apenas da coleta do t0. Para o t1 foi possivel apenas a coleta por biopsia de fragmento
muscular para analise do musculo distrofico, porém, nao foi realizada sua coleta biomecanica
uma vez que o mesmo teve uma importante perda de funcao motora, entre elas a marcha.

A medida que a distrofia muscular progride, o animal apresenta alteragdes visiveis da
marcha, que se tornam evidentes a partir dos 04 meses de vida (AMBROSIO et al., 2009).
Collins e Morgan (2003) e Howell et al. (2007) descrevem de maneira subjetiva as
caracteristicas observadas na marcha dos animais GRMD. Entre as caracteristicas, eles
relatam perda da massa muscular, principalmente nos membros pélvicos, aumento da
Amplitude de Movimento Articular (ADM) do carpo e tarso e diminuicdo da ADM do joelho
durante a marcha.

Da mesma forma, Thibaud et al. (2007) comparam os achados do exame muscular, por
ressonancia magnética, com a observacdo motora dos animais utilizando uma escala de
avaliacdo funcional. Tanto o aumento da ADM do carpo e tarso, como a diminui¢do da ADM
do joelho durante a marcha foi um achado comum entre os animais distréficos avaliados.

Contrario ao observado visualmente nesses animais, € até entdo entendido como uma
adaptagdo funcional a progressiva perda de forga muscular (GAIAD et al., 2009), os animais
distréficos, avaliados na cinematica, ndo apresentaram diminui¢cdo da ADM ativa do joelho
durante a marcha, quando analisamos o t1 em relagdo ao t0.

Ainda que os valores da ADM ativa do joelho sejam significativamente maiores para
os animais controles, que os dos tratados no tl, os valores iniciais encontrados no t0 foram
mantidos nos dois grupos, ndo havendo diminui¢do quantitativa dessa ADM. Discordando,
portanto, das avaliagdes qualitativas até entdo descritas na literatura para este modelo.
Associado a esse resultado, se analisarmos as trés articulagdes avaliadas do membro pélvico, a
ADM do joelho foi a que apresentou maior amplitude tanto no t0 como no tl.

Em um estudo anterior, avaliamos a ADM passiva dos animais GRMD, por
goniometria, ¢ também ndo observamos diminuicao significativa na articulagao do joelho dos
caes (GAIAD et al., 2009). Porém, apesar da avaliacio da ADM passiva estar padronizada e
com sua confiabilidade confirmada em cdes (JAEGGER et al., 2002), a metodologia nao
possibilita a avaliagdo da ADM ativa, com o animal na posi¢cdo quadripede e realizando as

adaptacdes necessarias para manter a fungdo de marcha, como na avaliagdo cinematica.
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As duas articulagdes proximais estudadas (coxofemoral e ombro) apresentaram
diminuig¢ao significativa na ADM ativa.

A articulacdo coxofemoral € pouco discutida em artigos de cinematica animal, porém,
muito importante para o entendimento das alteragdes musculo-esqueléticas nos quadrupedes,
uma vez que 30% das doengas ortopédicas afetam os membros pélvicos (VAN DER WALT
et al., 2008). Nos artigos que tratam das alteracdes musculoesqueléticas do modelo GRMD,
ndo se discute sua progressao, possivelmente devido a dificuldade de avaliacdo visual durante
o movimento e auséncia de avaliagdes cinematicas nestes animais.

Entretanto, a articulagdo coxofemoral foi influenciada pela progressdo da doenca e
também pela fisioterapia. Os animais controles tiveram essa amplitude mantida do t0 para o
t1, ja os tratados apresentaram diminui¢do da ADM coxofemoral ativa. Contrario aos estudos
anteriores que investigam qualitativamente as articulagdes distais dos membros toracicos e
pélvicos (KORNEGAY et al., 1994; COLLINS; MORGAN, 2003; AMBROSIO et al., 2009),
essa articulagdo merece atencdo, pois sugere que as adaptacdes, decorrentes da fraqueza
muscular neste modelo, devem estar acontecendo também em articulagdes proximais, com
maior dificuldade de observagao que as distais, como o tarso e o carpo.

Van Der Walt et al. (2008) investigaram a extensdo maxima do quadril de animais
saudaveis, por goniometria (ADM passiva) e analise cinematica (ADM ativa). Eles concluem
que a ADM de extensdo, necessaria para a funcdo da marcha, ¢ menor que a ADM da
extensao passiva. Seus valores de ADM de extensdo ativa para os 30 animais avaliados foram
de 119.9 graus, maiores que os observados em animais distroficos no t0 (50.29 graus) ou no tl
(42.11 graus).

Os resultados de Van Der Walt et al. (2008), com animais saudaveis, sugerem uma
importante limitacdo da ADM ativa dos animais do modelo GRMD. Essa limitagdo foi
significativamente maior nos animais tratados, o que indica que a fisioterapia empregada
acelerou o aparecimento de novas adaptagdes e, possivelmente, a progressao da distrofia
nesses animais. Novas avaliacdes, com um grupo maior de animais distroficos e
acompanhamento em longo prazo, podem esclarecer a progressiva limitacdo da ADM da
articulagdo coxofemoral em decorréncia da distrofia.

Em um artigo investigando a marcha de dois pacientes DMD e dois com amiotrofia
espinhal do tipo II, através da cinemadtica, cinética e eletromiografia, Armand et al. (2005)
descrevem as estratégias encontradas pelos individuos para a marcha. Apesar da fraqueza
progressiva em comum, as duas patologias utilizam estratégias diferentes e os individuos com

DMD usam, basicamente, a flexdo do quadril associada a flexdo plantar para avancar com o
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membro a frente. Em decorréncia disso, as duas articulagdes tém recebido especial atencao na
manuten¢do de sua mobilidade, em sessdes de fisioterapia motora em humanos DMD.

Da mesma forma que em humanos DMD, ¢ possivel que a articulagdo do quadril
desempenhe papel importante nas adaptacdes da marcha dos animais distréficos, até agora
ndo explorada.

Possivelmente, pelos mesmos motivos da auséncia de estudos na articulagdo
coxofemoral no modelo GRMD, o ombro dos animais tratados sofreu diminuicdo da ADM
ativa. Em geral, os artigos sugerem que os membros toracicos dos animais do modelo GRMD
sdo comprometidos, posteriormente aos membros pélvicos (COLLINS; MORGAN, 2003;
HOWELL et al., 2007).

Os resultados aqui apresentados, em relacdo a For¢a de Reacao do Solo (FRS) vertical,
mostram que os valores dos membros tordcicos sdo significativamente maiores que os do
membro pélvico, o que indica uma maior sustentacdo do peso do animal pelos toracicos.

Besancon et al. (2004) estudaram a sustentagdo de peso nos diferentes digitos do
membro toracico de duas ragas caninas: Greyhounds e Labradores. Os autores encontraram
diferengas no apoio entre as duas ragas, porém, um achado importante ¢ que em todos os seus
animais, a FRS vertical dos membros toracicos foi maior que a dos pélvicos, em concordancia
com nossos resultados.

Uma vez que a marcha animal ¢ quadrupede, a diminui¢do na ADM ativa da
articulagdo coxofemoral altera a distribui¢do do peso por todo o corpo. Além da diminui¢ao
da ADM ativa do ombro, analisada pela cinematica, mais a frente trataremos das alteracdes de
forga propulsiva observada nos membros pélvicos destes mesmos animais tratados e sua
relacdo com a distribui¢do do peso nos quatro membros.

Por outro lado, a articulagdo do tarso (ou tornozelo) ¢ descrita em diferentes artigos
sobre 0 modelo GRMD. Nossos resultados apontam para uma tendéncia ao aumento desta
amplitude ativa do t0 para o tl1. Esta parece ser uma caracteristica da progressao da distrofia,
uma vez que a fisioterapia aplicada ndo provocou diferenca significativa entre os dois grupos
no tl.

Visualmente, esse aumento da amplitude foi descrita por Howell et al. em 2007 como
hiperflexdo do tarso. Ambrosio et al. (2009) relatam que, aos quatro meses de vida, ja se
observa essa mesma hiperflexdo do tarso associada ao genuvalgum ou genuvarum. Essa
caracteristica da articulacdo do tarso confere a marcha animal a denominagdo de plantigrada

(THIBAUD et al., 2007).
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Kornegay et al. (1994) sugerem que ocorre uma diminui¢do progressiva da amplitude
passiva do tarso, a partir dos 6 meses de vida. Nesta idade, os valores médios da ADM
passiva do tarso, para os animais GRMD do seu estudo, foram de 117 + 24.5 graus.

Porém, essas evidéncias anteriores (HOWELL et al., 1997; AMBROSIO et al., 2009)
somadas a resultados prévios de medidas passivas da ADM (GAIAD et al., 2009) e aos
achados desta pesquisa, indicam que o tarso sofre um aumento da ADM passiva e ativa, ao
longo de tempo nesses animais.

A coexisténcia da diminuicdo da amplitude ativa na articulacdo coxofemoral nos
animais tratados, com o aumento desta mesma amplitude no tarso, sugere uma estratégia
utilizada pelos animais distroficos para manter a marcha na presenca da fraqueza muscular
progressiva.

A posicao de semiflexdo parece facilitar o avango do membro pélvico a frente, uma
vez que esta posi¢ao do tarso diminui a necessidade da triplice flexdo das trés articulagdes do
membro pélvico, para a retirada do membro do apoio.

Os resultados do deslocamento angular dessas seis articulagdes indicam um maior
comprometimento no membro pélvico (coxofemoral e tarso) dos animais GRMD. Uma vez
que os animais foram avaliados aos cinco meses, no t0, momento em que as primeiras
alteragdes visuais da marcha se tornam evidentes, a desordem primaria parece ter inicio nos
membros pélvicos, como afirmado nas avaliagdes qualitativas da marcha deste modelo.

Ainda que o membro toracico seja responsavel pela sustentacdo de 60% do peso
corporal em mamiferos quadripedes (LEE et al., 2004), nossos resultados sugerem que eles
ndo sdo os primeiros a sofrer alteracdes. Nossos dados confirmam que as desordens musculo-
esqueléticas tém inicio no membro pélvico do modelo GRMD e indicam que as alteragdes
observadas no membro tordcico sdo secundarias a estas.

Para a coleta dos dados ndo utilizamos coleiras ou guias para conduzir os animais a
passar sobre a Plataforma de Forga, para evitar alterar a velocidade normal dos animais, o que
interferiria nos dados coletados. Devido a doenga, os animais deste modelo sdo menos ativos
e possuem velocidade de marcha mais lenta que animais saudaveis.

Os animais foram estimulados por comando verbal e recompensas durante as coletas,
tornando a velocidade de coleta um dos parametros de avaliacdo. Apds o processamento dos
dados, a média individual e em seguida, a média e desvio padrdo do grupo tratado e controle,
foram calculados. A velocidade média do grupo, observada no t0 (0.64 + 0.47 m.s™), é

considerada como uma marcha de velocidade lenta.



83

No estudo de Barthélémy et al. (2009) os animais GRMD também caminharam na sua
velocidade de preferéncia, sendo esta considerada um dos parametros de avaliagdo. A
velocidade média dos animais distroficos, deste estudo, foi de 0.72 m.s'l, significativamente
menor que a velocidade média dos animais controles saudaveis (3.97 m.s™).

McLaughlin e Roush (1995) investigaram o efeito do aumento da velocidade no tempo
da FRS cranio-caudal de Greyhounds. Essa relagao foi analisada em diferentes velocidades, a
marcha considerada lenta variou entre 0.92 a 1.03 m.s™' e a velocidade no trote lento variou de
1.5a1.8ms™.

Em outro estudo, onde a velocidade de animais com claudicagdo foi considerada um
dos parametros de avaliacdo (QUINN et al., 2007), nota-se que 0s mesmos apresentaram
velocidade média de 2.01 + 0.05 m.s”. Ap0s cirurgia, estes mesmos animais mostraram
aumento na velocidade com 4 (2.20 + 0.04 m.s™) e 8 semanas (2.28 + 0.03 m.s™), o que foi
considerado positivo pelos autores. Ja Suwankong et al. (2007) estabeleceram uma velocidade
média de coleta das FRS de 1.1 + 0.2 m.s’' para avaliar a eficicia da cirurgia de
descompressao da estenose lombosacral.

Em geral, as pesquisas da marcha canina ndo possuem uma velocidade média definida.
Nota-se que a mesma pode ser padronizada, a fim de caracterizar uma avaliagdo de marcha ou
do trote e também pode ser livre, quando a mesma ¢ utilizada como um dos parametros de
eficacia de um tratamento ou progressdo de uma patologia.

Nossos animais apresentaram velocidade inferior as publicacdes consultadas sobre a
marcha canina no t0 e, ao contrario dos animais controles que mantiveram a velocidade na
coleta do t1, os animais tratados apresentaram diminui¢do da mesma (0.45 + 0.21). Do ponto
de vista de avaliacdo da progressdo da doenca, esses valores indicam que a marcha dos
animais tratados no t1 esta sendo realizada com mais dificuldade que a dos controles. E
possivel que o fator fadiga muscular esteja atuando para esta reducdo, porém, estudos
direcionados para ativagdo muscular, com eletromiografia, seriam necessarios para a
conclusdo deste ponto.

Sabe-se que a velocidade ¢ um fator que altera o tempo de apoio das FRS vertical
(MCLAUGHLIN; ROUSH, 1994) e de propulsdo e frenagem (MCLAUGHLIN; ROUSH,
1995), porém, esses mesmos autores indicam que a correlacao, entre o pico das FRS vertical e
cranio-caudal e velocidade, ndo ¢ tdo forte como a correlagdo entre o pico da FRS Vertical

(Fy) e o tempo de apoio.
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Nossos resultados mostram um aumento significativo no pico da forca vertical dos
membros toracicos dos animais controle e tratados no t1, com aumento do tempo de contato
somente dos animais controles.

Nossos dados de velocidade ndo mostraram correlacdo com a FRS vertical, porém,
houve correlagdo positiva entre a velocidade e a FRS cranio-caudal, como observado por
McLaughlin e Roush (1995).

Em animais saudéveis, a forca vertical (Fy) ¢ maior nos membros tordcicos que nos
membros pélvicos (BENSANCON et al.,, 2004; LEE et al., 2004; GILLETTE; ANGLE,
2008). O mesmo foi observado nos animais distroficos estudados durante todo o periodo, o
que indica que os membros toracicos suportam mais peso que os pélvicos, também neste
modelo de estudo da DMD.

Os valores da Fy do membro pélvico dos animais GRMD (4.01 + 1.47), aos 05 meses
de vida (t0), foi proximo ao valor dos animais com doenca musculoesquelética investigados
por Suwankong et al. (2007) (3.89 £ 0.38) pré e pds cirurgia de descompressao da estenose
lombo sacral. Em seu estudo, os valores da Fy se mantiveram durante todo o periodo,
inclusive por um ano e meio apds a primeira coleta, ndo sendo a forca vertical afetada pela
intervengao estudada.

Lee et al. (2004) analisaram o trote de cinco animais de diferentes ragas e saudaveis
em situacdes de carga (10% do peso corporal) e sem carga. Na situagdo sem carga, os valores
da Fy foram de 1.04 N/massa corporal, inferiores aos nossos resultados, que geraram uma
média da Fy no t0 de 3.18 N/massa corporal.

A progressao da distrofia muscular no modelo estudado, provocou aumento
significativo da Fy, tanto nos membros pélvicos como tordcicos dos animais tratados e
controles. A fisioterapia ndo influenciou no comportamento desta forca, porém, a mesma
parece interferir positivamente na manutencdo do tempo de contato dos membros toracicos
destes animais.

Assim, a fisioterapia parece manter a distribuicdo do suporte de peso entre os
membros toracicos e pélvicos, a custa da diminui¢do da velocidade de marcha, que pode ou
ndo estar envolvida com a fadiga muscular.

A analise do pico da for¢ca de propulsdo e da relacdo desta mesma forga para o
membro pélvico / membro toracico foi sugerida por Suwankong et al. (2007) como sendo
mais importante que as forcas de frenagem ou vertical, para o entendimento da distribui¢do

das for¢as em animais com lesao musculo-esqueléticas.
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Nossos valores de Fx indicam que a propulsdo (Fx') estd praticamente ausente na
marcha dos animais no t0. Na maioria dos mamiferos quadrupedes, entre eles, gatos,
cachorros, cavalos e macacos, os membros toracicos sdo responsaveis pela forga de frenagem
e os pélvicos pela forca de propulsao durante a marcha (LEE et al., 1999).

Os animais distréficos apresentaram pico da Fx' para o membro pélvico de 0.17 no t0.
Em condi¢des pos-cirtrgicas ou dolorosas essa forga esta diminuida, voltando aos valores
normais apos a corre¢do (SUWANKONG et al., 2007). A diminuigdo da for¢a propulsiva nos
membros pélvicos indica que os mesmos possuem menos forga e em geral, estd relacionada
com a dor na articulagdo lombo sacra ou fraqueza neurogéncia no membro pélvico (MEIJ et
al., 2000).

Na distrofia muscular, a fraqueza progressiva e com inicio nos membros pélvicos
torna a Fx+ praticamente ausente aos 05 meses de vida desses animais. Seu comportamento
foi mantido no decorrer deste estudo, sem sofrer influéncia da fisioterapia aplicada.

Em artigo de Lopez et al. (2006), a forca médio-lateral (Fz) apresentou valores mais
altos no membro pélvico dos cdes em relacdo aos toracicos. Esses autores investigaram as
caracteristicas cinéticas de filhotes de diferentes racas, a fim de verificar se existe relagdo
entre as FRS e a frouxiddo ligamentar coxofemoral. A Fz ndo esteve alterada nestes animais e
apresentou valores menores que 6% do peso corporal e direcionada no sentido lateral.

Valores aproximados, bem como o sentido da forga foram descrito por Rumph et al.
(1994) em artigo relatando as caracteristicas das trés FRS de 43 caes saudaveis.

Nossos animais distroficos apresentaram aumento do componente medial da Fz do
membro toradcico, principalmente nos animais tratados. O direcionamento da for¢a no sentido
medial, ou seja, o apoio com a borda lateral do carpo, parece ser uma caracteristica da
evolugdo da distrofia muscular aqui exacerbada pela fisioterapia aplicada.

Barthélémy et al. (2009) mostraram resultados semelhantes em relagdo a essa forca.
Porém, a ferramenta empregada por esses autores nao fornece dados de cada um dos
componentes, lateral ou medial. Eles encontraram aumento da forca médiolateral nos animais
GRMD, quando comparada com a mesma for¢a nos animais saudaveis.

Os achados referentes a plataforma de forca e deslocamento angular apontam
caracteristicas importantes da marcha dos animais distroficos, até entdo nao relatadas na
literatura cientifica. Analisando os resultados dos animais controles e tratados, concluimos
que a hipotese de que a fisioterapia aplicada prolongaria as caracteristicas observadas no t0

foi rejeitada.
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O membro pélvico, ainda que ndo seja responsavel pela sustentacdo da maior parte do
peso corporal do animal, ¢ mais afetado pela distrofia muscular que o tordcico. As duas
articulagdes mais comprometidas sdo a coxofemoral, at¢ hoje ndo explorada nos artigos de
avaliacdes musculo-esqueléticas referentes ao modelo GRMD, e o tarso. O comportamento
dessas duas articulagdes sugere uma estratégia utilizada pelos animais, visando otimizar a
marcha na presenca da fraqueza muscular, de maneira similar aos humanos DMD. A
articulagdo do joelho, que nas descrigdes qualitativas mostra-se comprometida desde o
aparecimento das primeiras alteragdes da marcha nesses cdes, apresentou a maior ADM ativa
das trés articulagdes avaliadas. A articulagdo com maior ADM ativa no membro toracico foi o
carpo, confirmando as observacgdes qualitativas ja descritas desse modelo.

Associado a essas alteragcdes cinematicas, a distrofia muscular aumenta a sobrecarga
tanto no membro toracico como pélvico, refletido pelo aumento da Fy (em até 10 e 6 vezes o
peso corporal, respectivamente), diminui a for¢a de propulsio (Fx') do membro pélvico e
aumenta a for¢ca medial dos membros toracicos dos animais do modelo GRMD.

Na presenca da modalidade de fisioterapia investigada, observam-se alteracdes
morfologicas e funcionais. Apesar da auséncia da proteina distrofina permitir lesdes das fibras
musculares, em decorréncia dos movimentos, observamos na pesquisa que, a auséncia desse
mesmo movimento (como foi o caso do animal controle kl), gera perdas funcionais
importantes e indesejaveis do ponto de vista terapéutico.

Em nosso estudo, as trés sessdes semanais de 40 minutos, ainda que com as pausas
para evitar a fadiga, favoreceram a diminuicdo da ADM ativa da articulacdo coxofemoral,
diminuiu a velocidade de marcha dos dois animais tratados e provocou a deposi¢do do
colageno do tipo I no endomisio do musculo biceps femoral.

J& os outros dois animais que mantiveram a rotina de atividades de vida didria,
realizando mudangas de posturas independentes para alcangar comida, d4gua e sombra ¢ com
mais horas de descanso, parecem ter chegado mais proximos de encontrar o equilibrio entre
movimento e minimo de lesdo.

A partir desta andlise de dados e dos resultados de outras pesquisas que adaptaram
modalidades fisioterapéuticas para a investigacdo animal (LUTHERT et al., 1980; KUMAR;
BORIEK, 2003; GOMES et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; GAIAD et al., 2009), as
modalidades de fisioterapia, bem como suas frequéncias, precisam ser melhor investigadas, a
fim de que o profissional possa oferecer ao paciente um nivel de atividade que seja capaz de
gerar movimento com o minimo possivel de danos para o tecido muscular. Esse mesmo tema

foi discutido anteriormente (GAIAD et al., 2009) com outras ferramentas metodolégicas.
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E notavel o papel benéfico que a fisioterapia exerce do ponto de vista do bem-estar, da
interacao, convivio social e qualidade de vida dos pacientes. Porém, estudos em longo prazo
das terapias atualmente empregadas sdo necessarias.

Sackley et al. (2009), investigaram no Reino Unido, os resultados, em longo prazo de
intervengdes em reabilitacdo da fraqueza ou contratura da articulagdo do tornozelo (foot drop)
em diferentes tipos de distrofias musculares. Seus resultados ndo mostraram efeitos positivos
de cirurgias corretivas precoces ou do treino de for¢a em pacientes DMD. O uso da ortese
noturna ndo teve efeito nos pacientes com Charcot-Marie-Tooth, mas, os mesmos se
beneficiaram com o treino de for¢a, melhorando sua pontuagdo no teste de 6 minutos de
caminhada.

Muitos pontos, como por exemplo, o alongamento dos flexores plantares e de quadril,
a movimentagdo ativo-livre em séries de exercicios nas sessoes, subidas de rampas e escadas
para a manutencao das amplitudes de movimentos e resisténcia muscular para a deambulagao,
precisam ser investigados e repensados pelos profissionais, visando uma terapia direcionada
para o problema da auséncia da distrofina.

O numero de estudos em qualidade de vida do paciente DMD e sua familia ¢
crescente, em grande parte devido ao aumento da expectativa de vida dos mesmos (PARKER
et al.,, 2005; FEDER; SEGTNAN, 2009). Em geral, essas pesquisas investigam pacientes,
familias e cuidadores, levando em consideracdo suas dificuldades e o que consideram como
qualidade de vida frente a doenga.

Kohler et al. (2005) relacionaram a pontuacdo do questionario “SF-36" de qualidade
de vida com incapacidade fisica e dificuldade respiratoria de pacientes adultos com DMD. Os
pacientes, de diferentes idades e com fraqueza muscular avangada, pontuaram uma elevada
qualidade de vida neste questiondrio, com valores similares a doengas agudas ou outras
doengas neuromusculares menos severas. Os autores atribuem esses resultados ao carater
cronico da DMD, que coloca precocemente o paciente a enfrentar e adaptar-se a uma
limitacdo progressiva.

Os estudos de qualidade de vida em geral apontam diferentes resultados, de acordo
com a populacgdo, idade, caracteristica da doenga estudada, entre outros. Sua contribui¢ao
mais importante, todavia, ¢ a atencdo dispensada ao paciente e sua familia, suas expectativas
para com as terapias oferecidas e o que os mesmos consideram importante ou dispensavel.

Concordando com os resultados de Kohler et al. (2005), Longo-Araujo de Melo e
Moreno-Valdés (2007) pesquisaram o que representava qualidade de vida para criangas com

DMD e seus cuidadores. Os principais pontos positivos percebidos, tanto pelas criangas como
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pelos cuidadores, foram: fungdo motora, familia e diversao. Este ultimo ponto se justifica pela
idade dos sujeitos avaliados (em média 9,9 anos), idade em que o bem-estar estd intimamente
relacionado ao ludico. Os pais apontaram ainda que viver o dia a dia, trocar informagdes com
outros pais ou com os terapeutas e participar ativamente do processo de decisdo, sdo pontos
importantes para o bem-estar da familia.

Esses artigos apontam os interesses € necessidades por parte dos pacientes e familias,
nem sempre abordados nos tratamentos. Tendo em vista o carater progressivo da DMD e seu
inicio precoce, a fisioterapia parece colaborar com a melhora da qualidade de vida, na medida
em que oferece esclarecimentos e informagdes para os cuidadores e também associa o ladico
as sessdes com as criangas.

Entretanto, a preocupagdo com os objetivos motores da fisioterapia parece ter norteado
as condutas at¢ o momento, ainda que a contradigdo movimento x fun¢do, na auséncia da
distrofina no musculo, ainda requeira investigagdes.

E certo que a fisioterapia como espago ludico, atividade regular que possibilita a saida
da residéncia, encontro com outros pacientes para troca de informagdes e experiéncias e
momento de se sentir cuidado, desempenha papel fundamental para a promog¢ao do bem-estar
na vida dos pacientes.

Em artigo recente com neonatos, White-Traut et al. (2009) analisaram os niveis de
cortisol da saliva dos sujeitos em trés diferentes situagdes: estimulo tatil, auséncia de
estimulos e na combinacdao de fontes diferentes de estimulacdo (tatil, visual, auditiva e
vestibular). O nivel mais alto de cortisol foi observado no grupo do estimulo tatil ¢ o mais
baixo, na situagao dos multiplos estimulos. A situacdo dos multiplos estimulos foi encarada
pelos bebés como estressante, reduzindo os niveis de cortisol. Os autores sugerem que as
intervengdes tém efeitos minimos na presenca de stress.

A adequac¢do do ambiente de terapia as expectativas do paciente, visando a diminui¢ao
do stress gerado pela doenga, favorece o sucesso da fisioterapia, bem como participa da
melhora da qualidade de vida dos pacientes. Essa preocupacdo deve fazer parte, cada vez
mais, da rotina do paciente, uma vez que o objetivo final de qualquer profissional da satde ¢
promover satisfacdo e melhora na qualidade de vida do individuo (GONCALVES et al.,
2008).

Os dois animais tratados da pesquisa também tinham sua atividade regular de
fisioterapia, trés vezes por semana, onde recebiam aten¢do especial, saiam do ambiente
comum do Canil GRMD e exploravam um novo ambiente com estimulos tateis, auditivos,

olfatoérios, de maneira prazerosa. Os niveis de cortisol dos animais ndo foram avaliados nesta
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pesquisa, porém, suas reagdes a presenga ou somente ao som da voz do terapeuta
expressavam alegria e satisfacdo, o que indica que a fisioterapia esteve associada a uma
atividade que proporciona bem estar.

Uma vez que os animais ndo tém condi¢des de transmitir suas emogdes verbalmente,
como humanos, as mesmas podem ser entendidas de duas maneiras, conforme apontam Prada
et al. (2002). A primeira delas é o reconhecimento de Snais fisiologicos, onde as sensagdes
sdo somatizadas, ou seja, ainda que de maneira inconsciente e involuntaria sdo impressas em
seu corpo fisico “marcas” de sua condicdo mental / emocional. A segunda maneira ¢ a
interpretacio de um Comportamento Sugestivo. Sinais caracteristicos representam a
dor/sofrimento, por exemplo, os movimentos de flexao e extensdo dos membros, ou mesmo o
se afastar do estimulo doloroso.

Nossos resultados, somados ao que indica a literatura pesquisada, nos permite sugerir
que o estimulo da realiza¢dao independente das atividades de vida diaria, favorecida por meio
de adaptacdes ao ambiente e as limitagdes individuais da idade e progressao da distrofia €
benéfico para o equilibrio lesdo muscular e movimento. A preocupagdo do profissional,
voltada para os interesses e necessidades de cada paciente, bem como a troca de informagdes
e esclarecimentos deve estar presente nas sessdes, visando diminuir o stress gerado pela
doenca.

Enquanto as pesquisas, em medicamentos e terapias génicas ou celulares, avangam em
modelos pré-clinicos da DMD, uma grande populacdo de pacientes e familias aguarda ansiosa
pela cura ou ao menos, pela desaceleracdo da distrofia muscular. No momento, cabe aos
profissionais envolvidos nas terapias de suporte oferecer o que de melhor pode ser feito para
estes pacientes e familias. Ao fisioterapeuta parece caber a fun¢cdo de dosar o movimento
possivel, buscando o melhor equilibrio entre o minimo de lesdo muscular e a preservacao da

funcdo motora, mental e vital.



8 Conclusoes
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8 CONCLUSOES

A fisioterapia motora acelera as alteracdes morfologicas no musculo distréfico
sem interferir na progressdo das disfuncdes de marcha no modelo canino da distrofia
muscular. Os animais tratados apresentam diminui¢ao da flexibilidade e menor regeneragao
do tecido muscular em comparagdo aos animais ndo tratados. Funcionalmente, a fraqueza
muscular dos animais distroficos reflete em uma marcha lenta, com -caracteristica de
sobrecarga e dificuldade de avangar com o corpo durante o ciclo de marcha. Além destas
caracteristicas, os animais tratados apresentam menor amplitude de movimento articular
proximal. A modalidade de fisioterapia empregada favorece a manutengdo do tempo de apoio
dos membros toracicos, mantendo a distribui¢do de peso entre os membros toracicos e
pélvicos. O presente trabalho contribui para o entendimento das adaptacdes
musculoesqueléticas na auséncia da distrofina no GRMD, bem como dispde a utilizacao de
pardmetros quantitativos para a avaliagdo do sucesso de novas terapias para a Distrofia

muscular de Duchenne neste modelo.
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