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ASPECTOS GERAIS

O presente trabalho analisou e relacionou a expressdo diferenciada de microRNAs a
diferentes processos bioldgicos nos musculos intrinsecos da laringe (ILM), com o objetivo de
identificar as diferencas nas regulagdes pos-transcricionais existente em musculos que possuem
caracteristicas estruturais e funcionais Unicas em condi¢Ges normais.

Adicionalmente, avaliou a expressao do canal de influxo de célcio, SOCE (composto
por STIM1, ORAI1 e TRPC1), relacionando as caracteristicas fisiologicas e biologicas dos
masculos intrinsecos da laringe comparado ao masculo diafragma. Nesse estudo foi constatado
adaptacOes na expressdo génica e proteica de componentes do SOCE em ambos musculos. Nas
fibras musculares distréficas e no SOCE nos camundongos mdx com a administracdo de 6mega-
3.

XVii



RESUMO

A compreensao da regulacdo dos processos bioldgicos por mecanismos pds-transcricionais
pelos miRNAs permite o entendimento das diferengas dos musculos intrinsecos da laringe
(ILM) aos demais musculos, como o diafragma (DIA), em condi¢des normais e patoldgicas. Na
distrofia muscular de Duchenne (DMD) observa-se desregulacdo da homeostase do célcio
(Ca?") e consequente mionecrose em alguns musculos. A prevencio da mionecrose por terapias
farmacoldgicas é importante e tem sido intensamente desenvolvida, bem como a compreenséo
do porque alguns musculos, como os ILM, ndo apresentam sinais histopatolégicos de necrose.
A terapia com 6mega-3 (Q3) parece proteger as fibras musculares distroficas da mionecrose e
regular a homeostase do calcio pela expressdo das proteinas relacionada ao estoque
Ca2*" (SOCE). Nesse estudo, os objetivos foram identificar as diferencas na expressio de
microRNA nos ILM, avaliar a expressdo do SOCE nos musculos normais e distroficos e o efeito
do Q3 nas fibras musculares distréficas. A expressao dos miRNAs foi analisada por microarray
e identificacdo de 23 miRNAs diferencialmente expressos nos ILM, destacando 9 relacionados
aos processos de miogénese e 5 aos processos regeneracao. Apds andlise histopatoldgica, RT-
gPCR e Western blot foi confirmado as diferencas dos ILM em comparagdo com DIA pela
reducdo da expressdo dos componentes do SOCE, podendo estar relacionadas as caracteristicas
deste grupo muscular. A terapia com Q3 reduziu os niveis de creatina Kinase no plasma
sanguineo, melhorou os aspectos histopatolégicos da mionecrose e alterou a expressdo de
proteinas do SOCE nos ILM. Concluimos que os ILM possuem um perfil diferenciado de
regulacdo pds-transcricional que podem participar da regulacdo da miogénese e da regeneracao,
mesmo em condicdes fisioldgicas. As proteinas do SOCE, STIM1 e TRPC1, auxiliam na
adaptacdo dos ILM contra a mionecrose na auséncia da distrofina. A terapia com Q3 protegeu

a fibra muscular distrofica e altera a expressédo de componentes do SOCE nos ILM.

Palavras chave: Distrofia muscular, camundongo mdx, SOCE, microRNA, Terapia

farmacoldgica
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ABSTRACT

The biological processes are regulated by post-transcriptional microRNAs (miRNAs) that
allows understanding differences between intrinsic laryngeal muscles (ILM) and other muscles,
such as the diaphragm (DIA) in normal and pathological conditions. In Duchenne muscular
dystrophy (DMD) is observed deregulation of calcium homeostasis (Ca?*) that results in
myonecrosis in some muscles. Pharmacological therapies and protection of myonecrosis in the
ILM have been recently described and developed. Omega-3 (Q3) therapy appears to protect
dystrophic muscle fibers from myonecrosis and regulate calcium homeostasis by proteins, such
store operated calcium entry (SOCE). In this study we identify differences in microRNA
expression in ILM, we evaluated the SOCE expression in normal and dystrophic muscles and
the effect of Q3 in the dystrophic muscle fibers. The miRNAs expression by microarray and
we identified 23 miRNAs differentially expressed in ILM, up to 9 related to myogenic processes
and 5 miRNAs related to regeneration process. Histopathological analysis, RT-qPCR and
western blot confirmed the distinct ILM profile compared with DIA, by reduction of SOCE
components, which may be related to their unique characteristics. Q3 therapy shown reduced
creatine kinase levels in blood plasma, improved histopathological aspects of myonecrosis and
altered expression of SOCE in the ILM. We concluded that the ILM have different post-
transcriptional miRNA profile that may be related to the regulation of myogenesis and
regereration in normal physiological conditions. The SOCE components, STIM1 and TRPC1,
contribute ILM adaptation against myonecrosis in the absence of dystrophin. Q3 therapy
protects the dystrophic muscle fibers and ILM have better calcium handling by SOCE.

Key words: Muscular dystrophy, mdx mice, SOCE, microRNA, Pharmacological therapy
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“Nada na vida deve ser temido, somente compreendido.
Agora é hora de compreender mais para temer menos. ”’
Marie Curie

1. INTRODUCAO

1.1 Musculo estriado esquelético e regulacao pos-transcricional

Nos vertebrados, o musculo estriado esquelético € um dos tecidos mais abundante e
compreende cerca de 50% da massa corporal humana. As fungdes dos musculos compreendem
locomocdo, respiracdo e metabolismo enérgico (revisado em ROSSI; MESSINA, 2014;
WESTERBLAD; BRUTON; KATZ, 2010).

O desenvolvimento do musculo é controlado por mecanismos reguladores da
miogénese, maturacao e diferenciacdo das fibras musculares que ocorrem durante periodos
embrionarios e pos-natal (revisado em ROSSI e MESSINA, 2014). A regulacdo génica garante
as caracteristicas das fibras musculares e abrangem diferencas funcionais aos muasculos em
situacBes normais (fisioldgicas) e adversas (patoldgicas) (revisado em BRAUN; GAUTEL,
2011; BUCKINGHAM; RIGBY, 2014).

Os masculos da cabeca e do pescoco diferem dos musculos esqueléticos pelo distinto
desenvolvimento. Estes apresentam origem embrioldgica dos arcos faringeos, propriedades
contréteis distintas, possuindo expressao de isoformas de miosinas especificas e um tempo de
contracao e relaxamento rapido, padrdo de inervacdo especializado, podendo possuir multiplas
juncbes neuromusculares em um Unica fibra, arquitetura das fibras musculares com pegueno
diametro, perfil metabdlico e capacidade regenerativa distinta dos demais musculos
(SCHIAFFINO; REGGIANI, 1994; SPLETTER; SCHNORRER, 2014).

Os musculos intrinsecos da laringe (ILM, do inglés Intrinsic Laryngeal Muscles)
possuem origem e insercdo nas cartilagens laringeas e atuam principalmente na fonacéo,
auxiliam na respiracdo, protecdo das vias aéreas e na degluticdo. Estes compreendem oito
musculos: cricoaritendide posterior (PCA), cricoaritendide lateral (LCA), cricotiredideo (CT),
tiroaritenoide lateral (LTA), tiroaritendide medial (MTA), interaritendide (1A), aritendide
transverso (TA) e obliquo (OA). Baseado em sua caracteristica funcional, os ILM podem ser
divididos em abdutores (PCA, LCA e CT), adutores (LTA, MTA, TA, 1A e OA) e tensor da
corda vocal (CT) (HINRICHSEN; DULHUNTY, 1982; PRETTERKLIEBER, 2003).

As caracteristicas celulares e bioquimicas dos ILM os aproximam dos musculos

extraoculares (EOM, do inglés Extraocular Muscles; MCLOON et al., 2007) e os diferem dos
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musculos do pescoco e demais regides do corpo. Os ILM apresentam tempo de contragdo e
relaxamento super rapido, fibras musculares inervadas por maltiplas jun¢des neuromusculares
(HOH, 2005), pequeno diametro da fibra (ANDRADE; PORTER; KAMINSKI, 2000) e cadeia
pesada de miosina do tipo extraocular (MyHC-EO do inglés, Myosin Heavy Chain Extraocular)
(BRIGGS; SCHACHAT, 2000).

Em condic6es normais fisioldgicas, os ILM apresentam maior habilidade de manter a
homeostase intracelular do Ca?* (FERRETTI et al., 2015) e os fatores miogénicos, MyoD e
miogenina, sdo diferentemente regulados (GODING; AL-SHARIF; MCLOON, 2005;
MCLOON et al., 2007; SHINNERS; GODING; MCLOON, 2006), além de possuir constante
ativacdo de células satélites, sendo um indicativo de continua capacidade regenerativa que é
inerente desses musculos (MCLOON et al., 2007). Apesar do termo regeneracdo ser aplicado
apenas a processos relacionados apds uma lesdo e/ou degeneracao, os ILM mantem constante
remodelagdo das suas fibras musculares, semelhante ao que ocorre ap6s ao processo de
degeneracéo.

O exato mecanismo que controla a expressdo génica nos ILM néo é totalmente entendido.
Entretanto, o perfil génico destes musculos parecer ser altamente conservado entre as espécies,
tornando suas caracteristicas biologicas e adaptativas particularmente interessantes pela
regulacdo transcricional e pds-transcricional (BAIN et al., 2001).

Nos mamiferos, os genes codificadores de proteinas apresentam regulacdo pos-
transcrional por microRNAs (miRNA). Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos acido
ribonucleicos (RNA) nédo codificantes, com tamanho aproximado de 22 nucleotideos (revisado
em BARTEL, 2004; LEE, 1993).

A regulagdo génica ocorre pela associagdo dos miRNAs aos RNAs mensageiros
(mRNA) por complementaridade de bases (da sequéncia seed dos nucleotideos 2 a 8 da regiao
5’ do miRNA preferencialmente com a regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) dos mRNAs alvo). Os
miRNAs clivam ou impedem a tradugdo do mRNA em proteina (GUO et al., 2010; KROL,;
LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010; WILLIAMS et al., 2009). Um miRNA possui multiplos genes
alvos e um alvo pode ser regulado por diversos miRNAs, desse modo um miRNA pode
participar da regulacdo de diferentes dos processos bioldgicos e patoldgicos (FRIEDMAN et
al., 2009; LEWIS et al., 2003).

Diversos miRNAs sdo considerados tecido muscular esquelético especifico, 0s
“myomiRs . Dentre os conhecidos até 0 momento, destacam-se 0s miR-1, miR-133a, miR133b,
miR-206 e miR-499, pois desempenham papel crucial estimulando ou reprimindo a miogénese,

progressdo do ciclo celular e diferenciacdo muscular (revisto em CACCHIARELLI et al.,
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2011), participando do controle do fendtipo e da especializacdo de suas fibras musculares
(revisado em ROSSI; MESSINA, 2014).

Durante a miogénese o aumento do miR-1 e miR-206, promovem a diferenciacéo celular
e auxiliam no processo de regeneracdo muscular (CHEN et al., 2010). O aumento do miR-34c
parece controlar a progressdo do ciclo celular induzindo a diferenciagdo das células
progenitoras musculares, as células satélites, em fibras musculares maduras (GRECO et al.,
2009; PURI; SARTORELLLI, 2000).

A adaptacdo do fendtipo muscular pode ser controlado pela reducdo do miR-133a, por
promover aumento da expressdo de genes fundamentais no processo de regeneracao
(MCCARTHY; ESSER, 2007), ja os miR-208 e o miR-499 participam da determinacdo do
tipo de fibra e funcdo, inibindo a programacao genica para fibras rapidas, assim provem o
fenotipo lento (VAN ROOW et al., 2009).

A compreensdo da regulacdo dos processos biolégicos por mecanismos pos-
transcricional dos miRNAs nos ILM possibilitara o melhor entendimento de suas caracteristicas

impares e possiveis adaptacdes decorrentes de situacdes patologicas.

1.2 Distrofia muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é clinicamente caracterizada pela fraqueza
progressiva e perda de funcdo do masculo esquelético. Trata-se de uma distrofinopatia recessiva
ligada ao cromossomo X considerada a mais incidente e devastadora, afetando 1 em cada 3500
meninos nascidos vivos (BLAKE et al., 2002; ENGEL; YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994;
TIDBALL; WEHLING-HENRICKS, 2004).

A DMD ¢ causada pela mutacdo no gene da distrofina, maior gene do genoma humano
(1.2Mb, 79 éxons), que codifica a maior proteina estrutural do citoplasma, a proteina distrofina
(DIS) (KUNKEL et al., 2006). As alteracbes musculares da doenca manifestam-se na infancia,
incapacitando o individuo de andar préximo da puberdade e levando ao ébito por volta da
terceira decada de vida, geralmente por faléncia respiratoria e/ou cardiaca (ENGEL;
YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994).

A associagdo da proteina DIS a outras glicoproteinas forma o complexo distrofina-
glicoproteinas (CDG), que conecta o citoesqueleto a matriz extracelular e permite a estabilidade
da membrana da fibra muscular, o sarcolema. O CDG é constituido pelas distroglicanas,
sarcoglicanas, sarcospan e outras proteinas relacionadas, como distrobrevina, sintrofinas,
caveolina-3 e oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) (RANDO, 2001) (Figura 1).
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Além de conferir a estabilidade estrutural do sarcolema das fibras musculares, o CDG é
um importante sinalizador celular, pois conecta-se a canais idnicos da membrana plasmatica.
As proteinas beta-distroglicana (b-DG) e as sintrofinas (SIN) regulam a entrada de ions célcio
(Ca?") durante as contragdes musculares, através de canais Ca?*-dependentes (LARICCIA et
al., 2014; SACCHETTO et al., 1996).
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Figura 1. Interacdes da Distrofina com Complexo Distrofina-Glicoproteinas e moléculas sinalizadoras. A proteina
distrofina (dystrophin) é responsavel por garantir a estabilidade da fibra muscular, pois essa une o citoesqueleto
(F-actin) ao meio extracelular (o laminin e extracellullar matrix), através das proteinas distroglicanas
(dystroglycans; a e B DG), sarcoglicanas (sarcoglycans), distrobrevinas (dystrobrevin) e sintrofinas (syntrophins).
Adiconalmente a o complexo Distrofina-Glicoproteinas pode regular alguns canais idnicos através da sintrofinas
(syntrophins), como os de sodio (Nav1.5) e Ca?* (TRPC1, TRPC4 e PMCA) e a0 mesmo tempo regular atividades
de algumas enzimas de sinaliza¢do como 6xido nitrico sintase neuronal (NNOS). (modificado de CONSTANTIN,
2014).

Na patogénese da DMD, a auséncia da DIS leva & alteragdo do CDG, o sarcolema se
torna fragil e susceptivel ao estresse mecanico, permitindo o influxo exacerbado de Ca?*,
resultando na mionecrose (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994). Outros mecanismos
parecem estar relacionados a mionecrose, tais como sinalizacdo celular alterada (RANDO,
2001), diminuicdo da homeostase do Ca?*, resposta inflamatdria exacerbada, aumento do
estresse oxidativo, com consequente aumento da produgdo de espécies reativas ao oxigénio e
peroxidacdo lipidica (WHITEHEAD; YEUNG; ALLEN, 2006).

A alteracdo na dindmica do Ca?* é essencial para a fungdo contratil, relaxamento,
diferenciacdo, metabolismo e regulacdo da expressdo génica das fibras musculares (revisado
em CHIN, 2010; TU et al., 2016). Em musculos normais, o aumento transitorio de Ca* decorre

da liberacdo dos ions pelos estoques intracelular, do reticulo sarcoplasmético (RS). Durante a
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contracdo muscular, a despolarizacdo da membrana sarcoplasmaética leva o acoplamento dos
canais dihidropiridina (DHPRs) aos receptores de rianodina (RyR), liberando ions Ca?* do RS
para a a¢do muscular (FRANZINI-ARMSTRONG; JORGENSEN, 1994; MARTONOSI, 1984;
VALLEJO-ILLARRAMENDI et al., 2014).

O relaxamento das fibras musculares decorre da reducdo do nivel de Ca?* intracelular,
que retornam para 0 RS pelas bombas Ca?*"ATPase do Reticulo Sarcoplasmatico (SERCA)
(BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003; VALLEJO-ILLARRAMENDI et al., 2014)
e/ou para o meio extracelular pela ativacio das bombas Ca?*"ATPase da membrana plasmaética
(PMCA) e bomba de Na*/Ca®** (SACCHETTO et al., 1996) (Figura 2).

O Ca?* pode entrar na célula por outros canais, como o canal de Ca?* ativados pelo
estiramento (SAC, do inglés stretch-activated channels) (GUHARAY; SACHS, 1984), por
canais de cations ndo seletivos como tipo leak (HOPF et al., 1996) e pelo canal de entrada de
Ca2* operados por estoque (SOCE do inglés, Store-Operated Ca?* Entry) (CLAPHAM et al.,
2001).

Sarcolemma

Sarcomere

Figura 2. Esquema ilustrativo da sinalizacdo de célcio na fibra muscular. A despolarizacdo do sarcolema
(sarcolemma) nos tabulos T (T-tubule) leva a uma alteracdo dos canais DHPRs e ao acoplamento desses as RYR1,
resultando na liberagdo de fons de Ca?* do Reticulo Sarcoplasmatico (SR). O Ca?* promove a interagdo entre os
filamentos no sarcomero (sarcomere) resultando na contracdo muscular (contraction). O relaxamento (relaxation)
ocorre devido ao retorno dos ions de Ca?* para 0 SR pela SERCA ou pelo efluxo desse para o meio extracelular
através da PMCA e NCX presentes do sarcolema (sarcolemma). A reducdo nos niveis de Ca?* no SR, sdo
percebidos pela proteina STIM1, que leva ao influxo de Ca?* do meio extracelular para ao meio intracelular através
de ORAI1 e TRPC1. A mitocbndria também armazena o Ca?*, o influxo desse para essa organela ocorra através
de MCU, levando a producgdo de ATP, que é necessario para futuras contracdes musculares e os ions de Ca®*
podem ser liberados dessa organela através de NCLX e PTP (VALLEJO-ILLARRAMENDI et al., 2014).
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Destaca-se os componentes do SOCE, sendo STIM1, ORAIL E TRPC. As proteinas
STIM1 (do inglés, Stromal Interaction Molecule 1) e a ORAIL séo as principais proteinas que
compdem o SOCE (SOBOLOFF et al., 2006). STIML1 leva a abertura dos canais de ORAIL na
membrana plasmatica (HOOVER; LEWIS, 2011). A interacdo ORAI1 e STIM1 resulta na
ativagcdo do SOCE e da TRPC (do inglés, Transient Receptor Potential Canonical) (LIAO et
al., 2008; ZHANG et al., 2008) (Figura 3).

Os canais TRPC sdo necessarios para regulacdo do influxo de Ca?" nos musculos
esquelético (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2012; MAROTO et al., 2005) e os niveis da
proteina TRPC1 variam com o acometimento do musculo, podendo estar relacionados a
distintos fendtipos das fibras musculares distroéficas (MATSUMURA et al., 2011).

Apesar da interacdo entre as proteinas do SOCE, STIM1, ORAI1 e TRPC1 ser
conhecida, ainda é incerto o papel desse canal no acometimento ou protecao da fibra muscular
anecrose (ZHAO et al., 2012).
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B Inactive ORAI1 Activated ORAI1
) Ca?*

Figura 3. Esquema ilustrativo do SOCE. A) O SOCE é composto pelas proteinas STIM1, presente reticulo
sarcoplasmatico, e pelas proteinas Orail e TRPC1 presente no sarcolema, que em niveis normais de Ca?* encontra-
se em repouso. B) A reducéo nos niveis de Ca?* decorrente da liberagdo desse fon do Reticulo Sarcoplasmatico, é
percebido pelo dominio EF-SAM proteina STIM1, que sofre uma alteracdo conformacional, translocando-se e
unindo-se a outras proteinas STIM1, esse processo leva ao influx de Ca?* através de Orail, que é o canal seletivo
para fons de Ca?*. C) O canal TRPC1 também é ativado por durante esse processo possibilitando o influxo de
Ca?* ( Modificado de MA et al., 2015; ONG et al., 2007).

26



1.3 Modelo experimental da DMD: camundongo madx

Avancos no entendimento dos fendmenos bioldgicos da fibra muscular distrofica
ocorrem gracas a existéncia de modelos experimentais da DMD (GROUNDS et al., 2008). A
linhagem de camundongos mdx (murine dystrophin X chromosome linked) (BULFIELD et al.,
1984) apresenta mutacdo do gene distrofina e acometimento das fibras musculares semelhante
aos portadores de DMD. No entanto, ciclos sucessivos de regeneragdo parecem compensar a
degeneracdo muscular nestes animais, sendo menos agressiva comparado aos seres humanos
(YABLONKA-REUVENI; ANDERSON, 2006).

As fibras musculares dos camundongos mdx apresentam os primeiros sinais de
degeneracgédo por volta dos 20 dias de vida, provavelmente devido ao aumento da atividade
muscular, resultando em maior susceptibilidade a lesdo. O pico de necrose ocorre entre 35 e 90
dias de vida, e apds 120 dias a incidéncia de fibras necroticas diminui (DISATNIK et al., 1998;
TANABE; ESAKI; NOMURA, 1986). O mdx apesar de apresentar algumas limitacdes, tornou-
se 0 modelo mais utilizado pelo facil manejo e baixo custo (GROUNDS et al., 2008).

Os musculos de diferentes regides corpdreas apresentam origem embrionaria distintas,
diferentes estruturas anatdmicas, padroes de inervacdo, capacidade contratil e de regeneracéo
(RANDOLPH; PAVLATH, 2015; WILTING et al., 1995). Estas condi¢Oes resultam em
diferentes respostas e capacidades adaptativas frente aos quadros patoldgicos.

Na DMD, as fibras musculares de contracdo rapida, sdo preferencialmente acometidas
em estagios iniciais da doenca (LJUBICIC; BURT; JASMIN, 2014; WEBSTER et al., 1988).
Dentre os musculos acometidos, destaca-se o diafragma (DIA), por apresentar intenso
acometimento das fibras musculares quando comparado aos demais musculos estriados
esquelético, provavelmente pela sua constante atividade durante a respiracdo (KIM etal., 2012;
MULLER et al., 2001).

Diferencas funcionais no musculo DIA dos camundongos mdx podem estar relacionadas
a alteracdes metabdlicas, reducdo na capacidade proliferativa, diferenciacdo de suas celulas e
alteracBes no perfil de expressdo de proteinas reguladores de Ca?* (ROUGER et al., 2002).

Alguns musculos tanto em portadores da DMD, quando em modelos animais, ndo
apresentam sinais de mionecrose durante o curso da doenga mesmo na auséncia da proteina
DIS, como os musculos extraoculares (EOM) (KHURANA, 1995). Diversos fatores sao
apontados como possiveis mecanismos de protecdo, tais como o pequeno didmetro da fibra
(ANDRADE; PORTER; KAMINSKI, 2000), o aumento da expressao da proteina utrofina
(PORTER et al., 1998), a quantidade elevada de células satélites em atividade (KALLESTAD
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et al., 2011) e a capacidade desses mlsculos manterem a homeostase do Ca?* (KHURANA,
1995).

Os mdasculos ILM, assim como os EOMs, sdo protegidos da mionecrose em
camundongos mdx (FRY et al., 2010; MARQUES et al., 2007; THOMAS et al., 2008). Os ILM
dos camundongos distréficos parecem apresentar maior homeostase do Ca?*, pela expressio e
nivel de SERCAL e Calsequestrina (FERRETTI et al., 2009). O estudo dos musculos protegidos
tem importancia, pois permite elucidar possiveis mecanismos da protecéo contra a mionecrose
e estabelecer novas medidas terapéuticas para as distrofinopatias (KHANNA et al., 2003;
PORTER; KARATHANASIS, 1998).

1.4 Terapia Farmacologica

Diversas estratégias terapéuticas tém sido propostas para corrigir os efeitos da auséncia
da distrofina na fibra muscular. As terapias farmacoldgicas, atualmente utilizadas, se baseiam
fundamentalmente no uso de anti-inflamatérios esteroides (MANZUR et al., 2008), que
postergam temporariamente a perda de forca e massa muscular (ESCOLAR et al., 2011).
Devido a necessidade de uso continuo destas drogas pelos pacientes com DMD, os efeitos
colaterais sdo significativos. A busca por farmacos que possam substituir os corticdides tem
sido incentivada e é de grande importancia clinica para os pacientes DMD.

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs, do inglés, poliunsaturated fat acids) sdo
acidos essenciais ndo produzidos no organismo humano. O dmega-3 (Q23), é metabolizado pelos
animais por dessaturacdo, sendo um precursor para a sintese de acido eicosapentandico (EPA)
e 0 &cido docosahexaenoico (DHA) (ARTERBURN; HALL; OKEN, 2006; CALDER, 2012).

Estudos demonstraram beneficios do EPA no metabolismo e fun¢do do mdsculo
esquelético, como controle do equilibrio entre anabolismo e catabolismo (RYAN et al., 2009)
e adiminuicao da necrose em fibras distroficas (MACHADO et al., 2011). A protecdo das fibras
musculares distroficas parece estar relacionada a redugdo da ativagdo da via fator nuclear kB
(NF- kB) em consequéncia a redugdo nos niveis de TNF-o (MACHADO et al., 2011;
MAURICIO et al., 2013).

Os &cidos graxos poli-insaturados, como o 3 podem alterar as proteinas da membrana
plasmatica (KIM et al., 2010), resultando em uma alteragio na concentragio dos ions de Ca?*,
via translocacdo da proteina STIM1 (LEFKIMMIATIS et al., 2009; ROY et al., 2010) e
relocagdo de TRPC1 (YE et al., 2010).
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A terapia com Q3 na regulacio da homeostase do Ca?*, pelas proteinas que compde o
SOCE, poderé esclarecer o papel do mecanismo relacionado a protecdo ou acometimento dos

musculos distroficos.
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“Sua viagem para a realizacao é impulsionada pelos
objetivos que vocé determina ao longo do caminho."
Chérie Carter-Scott

2. OBJETIVOS

Relacionar o perfil de expresséo pds-transcricional dos microRNAs em masculos intrinsecos da
laringe com processos biolégicos;

Caracterizar as diferengas na expressao génica e niveis proteicos do SOCE (STIM1, ORAIL e
TRPC1) em musculos intrinsecos da laringe;

Analisar a expressdo dos canais SOCE em musculos de camundongos distréficos mdx;

Avaliar o efeito da terapia com dmega-3 na expressao do SOCE nos muisculos distréficos.
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“Tente uma, duas, trés vezes e se possivel tente a quarta, a
quinta e quantas vezes for necessario. SO ndo desista nas

primeiras tentativas, a persisténcia é amiga da conquista”
Bill Gates

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e desenho experimental

Foram utilizados camundongos machos e fémeas das linhagens C57BL/10-
ScCr/PasUnib e C57BL/10-Dmd™™/PasUnib, obtidos do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica (CEMIB), UNICAMP. Os animais foram transportados para a Unesp,
campus Botucatu e durante todo o experimento foram mantidos em mini isoladores,
acomodados em racks ventiladas (Alesco AL-21), em condigOes ambientais controladas (12
horas de ciclo claro/escuro) com racdo e agua ad libitum. Todos os experimentos foram
realizados em acordo com as diretrizes para experimentacdo animal do Instituto de Biociéncias
(Processo 461) da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-IBB-Unesp) (ANEXO).

3.2 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em trés grupos experimentais e submetidos a eutanasia aos
30 dias de idade com anestesia intraperitoneal de cloridrato de cetamina (130 mg/Kg) e
cloridrato de xilazina (6,8 mg/Kg).
e Grupo controle (Ctrl): animais controle da linhagem C57BL/10-ScCr/PasUnib,
tratados com Nujol (n =49).
e Grupo mdx controle (mdx): animais da linhagem mdx (C57BL/10-
Dmd™/PasUnib), tratados com Nujol (n =49).
e Grupo mdx tratado (mdxQ23): animais da linhagem mdx submetidos ao

tratamento com Q3 (n =49).

0d 14d 30d
Ctrl A v/
mdx A Y/
mdxQ3 A vV

A Inicio do tratamento
V Eutanésia
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Os camundongos do grupo mdxQ3 receberam 300 mg/Kg/dia de Omega-3 (FDC
Vitaminas, Inc., Miami, FL, EUA; Omega-3 EPA 1000 mg) contendo 0,4 g de EPA, 0,2 g de
DHA, 2 mg vitamina E, 0,9 g de proteinas, 2,0 g de gorduras totais, 0,4 g de gordura saturada,
0,0 g gordura trans, 0,0 g de gordura monoinsaturada e 1,0 g de gordura poli-insaturada trés
vezes na semana, via gavage durante 15 dias (MATSUMOTO et al., 2009; MAURICIO et al.,
2013).

O grupo Ctrl e mdx receberam o mesmo volume de éleo mineral (Nujol, Mantecorp,
Mantecorp Inddstria Quimica e Farmacéutica Ltda, SP, Brazil) composto por petrolato liquido

(100% 6leo mineral), pela mesma via e periodo.

3.3 Aspectos histopatoldgico

3.3.1 Andlise de Creatina Kinase (CK) no plasma sanguineo

A anélise de CK é um parametro bioquimico utilizado para quantificar a degeneracao
muscular e provavel inicio de mionecrose. Realizamos a quantificacdo de CK nos grupos Ctrl
(n=12), mdx (n=12) e mdxQ3 (n=12). No 30° dia de vida pés-natal, os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (130 mg/kg) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/kg) e o
sangue foi coletado pela veia cava caudal. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm, 4°C por 10
minutos. O plasma foi separado e utilizado para quantificacdo de CK (CK-NAC Cinético
Crystal, Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, BR). As absorbancias das amostras foram lidas
a 25 °C utilizando-se espectrofotdmetro UV (Genesys 20, Thermo Scientific, Rockford, IL,

USA) com comprimento de onda de 340 nm.

3.3.2 Marcagéo com o Corante Azul de Evans

A técnica de coloracdo com Azul de Evans (AE; tetrasodium diazo salt Evans blue dye),
permite verificar a integridade do sarcolema e mionecrose, uma vez que o corante AE possui
alta afinidade com a albumina e é impermeavel a membrana citoplasmatica ndo penetrando em
células com a membrana plasmatica integra. Dessa forma, a marcagéo in vivo com este corante
evidencia a alteragdo de permeabilidade do sarcolema de fibras em degeneracdo (MATSUDA,
NISHIKAWA; TANAKA, 1995; STRAUB et al., 1997). Para isso, solucdo de 1% de AE em
PBS (NaCl 0,15 M, tampéo fosfato 10 mM, pH 7,4) filtrada em membrana de 2 um e foi injetada
na cavidade intraperitoneal na concentracdo de 0,1 g/kg de peso do animal. Apos 12 horas da
injecdo os animais foram sacrificados (MARQUES; MATSUMURA; SANTO NETO, 2007;
STRAUB et al., 1997).
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3.3.3 Coleta e Processamento dos Musculos para analises histoldgicas

Os ILM e os musculos DIA foram coletados e mantidos em solucéo fisiologica durante
todo o procedimento. As amostras dos ILM foram posicionadas verticalmente e
horizontalmente, e o hemi-diafragma foi enrolado, para permitir o posicionamento vertical das
fibras. Os musculos foram fixados em suportes de madeira com tragacanth gum, submersos em
Hexano (Andriol, Diadema, SP) refrigerado por 1 minuto e imediatamente colocados em
nitrogénio liquido, conservados no briofreezer -80°C até a obtencdo dos cortes.

Os musculos foram seccionados transversalmente em criostato (Leica, CM 1800) na
espessura de 10 um, a -20° C, 8 cortes por ldamina de um mesmo animal.

As laminas com cortes dos animais que receberam AE, foram devidamente preparadas
e montadas para analise em microscopio de fluorescéncia (Zeiss, Axiophot 2).

Para a identificacdo de areas de inflamacédo e degeneracdo/ regeneracao foi realizada a
coloracdo de Hematoxilina e eosina. Os cortes dos musculos presentes nas laminas foram
fixados com solucdo de Bouin por uma hora e, em seguida, lavados com etanol 70% por 12
horas. Posteriormente foram lavados em &gua corrente por 2 minutos, em seguida submersas
em hematoxilina de Harris por 1 minutos e 30 segundos e finalmente por 1 minuto e 20
segundos em eosina. Depois, os cortes foram desidratados em etanol e diafanizados em xilol, e
as laminas montadas em Permout. As imagens foram obtidas em microscopio (Olympus) para

analise de histopatoldgica realizada as cegas.

3.4 Extracdo de proteinas

Os ILM e o DIA dos animais Ctrl e mdx foram homogeneizados em solucdo tampao
refrigerada a 4 °C (Tris-HCI 100 mM pH 7,4, Triton X-100 1%, pirofosfato de sdédio 100 mM,
fluoreto de sddio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1
mg/ml de aprotinina) com o auxilio de um homogeneizador em velocidade maxima (Polytron
IKA T10 basic Ultra Turrax). Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20
minutos e o sobrenadante utilizado para analise do extrato total. A quantificagdo da proteina
total foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Cabe ressaltar que cada
amostra experimental dos ILM foi composta por 7 amostras bioldgicas, havendo 3 amostras

experimentais.
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3.5 Western Blotting

Os extratos proteicos foram tratados com tampé&o fosfato de sddio 1 M pH 7,0 contendo
azul de bromofenol 0,1%, glicerol 50%, SDS 10% e ditiotreitol 100 mM (Laemmli, 1970),
aquecidas a 100 °C por 5 min em banho seco. Quinze microgramas de proteina foram aplicados
em gel SDS-poliacrilamida a 10 e 12%, utilizando-se um protocolo com 0s respectivos tempos
e voltagens: 15 minutos em 30V, 15 minutos em 60V e aproximadamente 90 minutos em 120
V. A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada a 120 V por 90
minutos em cuba Umida.

O bloqueio foi realizado com leite desnatado a 3% em solugéo basal (Tris base 1M, Nacl
5M e Tween 20) por 1 h, a fim de reduzir as ligagdes inespecificas de proteinas. Em seguida, a
incubacdo com anticorpo primario Anti-Stromal Interaction molecule 1 (STIM1 — ab108994)
(1:1000), Anti-Orail (ab59330) (1:500) e Anti- Transient Receptor Potential Canonical 1
(TRPC1- ab63074) (1:2000) diluidos em solucéo basal contendo 1% de leite desnatado, a 4°C,
overnight, sob agitacdo. As membranas foram lavadas por 30 min com solugdo basal, incubadas
com anticorpo secundario Goat anti-rabbit IgG-HRP (SC-2004) (1:5000) diluido em solucéo
basal contendo 1% de leite desnatado por 90 min, em temperatura ambiente e novamente
lavadas por 30 min com solugéo basal.

A deteccdo das bandas imunorreativas foi obtida no fotodocumentador G-box chemi
apos exposicdo das mesmas a solucdo de quimioluminescéncia ECL (GE Healthcare Life
Scienc). Os valores obtidos para cada banda foram normalizados pelos valores de
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH — SC-25778) (1:1000) proteina enddgena,
pois essa ndo se alterou em diferentes condi¢des. Todos experimentos foram repetidos 3 a 5

VEZES.

3.6 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA foi realizada utilizando Trizol (Ambion, EUA) segundo as
instrucdes do fabricante. O RNA foi quantificado por espectrofotometria utilizando o
equipamento NanoVue (GE Healthcare Life Sciences, EUA). As amostras de RNA foram
tratadas com DNA-free™ Kit (Ambion, EUA) para remover a contaminacdo com DNA
gendmico. Cada amostra experimental dos ILM foi constituida por 4 amostras biologicas,

havendo 4 amostras experimentais.
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3.7 Analise da qualidade do RNA total

A integridade do RNA total foi determinada pela analise qualitativa das bandas RNA
ribossomais (rRNA) 18s e 28s utilizando-se gel de agarose 1% (Figura suplementar 1). Para
confirmar os resultados obtidos, verificou-se o nimero da integridade do RNA (RIN, do inglés
RNA Integrity Number) utilizando-se do sistema Bioanalyzer (Agilent, EUA) que também
analisa a integridade e a proporcéo dos rRNA 18s e 28s. O Bioanalizer fornece um RIN que
varia de 1 a 10, onde 1 refere-se a um RNA degradado e 10 a um RNA integro (FLEIGE et al.,
2006), sendo aceito apenas as amostras que obtiveram um RIN de no minimo 7 (Tabela

suplementar 1).

3.8 Tratamento do RNA com DNase

As amostras de RNA foram tratadas com DNA-free™ Kit DNase Treatment and
Removal Reagents (Ambion, EUA) para remover a contaminagdo com DNA gendmico,
conforme as informacgdes do fabricante. 10 ug do RNA total foi transferido para um microtubo
estéril, no qual foi adicionado 5 pL do tampéo de DNase | (10x), 2 pL de rDNase | e a reagédo
foi completada para 50 UL com agua livre de nucleases (SIGMA), em seguida foi incubada a
37°C por 30 minutos. Por fim, foi adicionado 5 pL do reagente de inativacdo de DNase e
incubado a temperatura ambiente por 2 minutos. A solugdo foi submetida a centrifugacéo de
10,000 x g por 1,5 minuto e 0 RNA foi transferido para um novo microtubo e armazenado a -
80°C.

3.9 Reacéo de Transcrigdo Reversa (miRNA)

A transcricdo reversa dos miRNAs dos musculos ILM e DIA dos animais controle foi
realizada utilizando o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies,
EUA) combinado com o Stem-loop Megaplex™ RT Primers (Life Technologies, EUA),
seguindo as orientacOes do fabricante. Esse sistema permitiu a transcricdo reversa apenas de
miRNAs maduros e ndo é afetado pela contaminagdo com DNA gendmico. Para a reacdo foram
utilizados 3 puL (330 ng) de RNA total ao qual foram adicionados os seguintes componentes do
kit: Megaplex™ RT Primers (10X), dNTPs with dTTP (100 mM), MultiScribe™ Reverse
Transcriptase (50 U/uL), 10X RT Buffer, RNase Inhibitor (20 U/uL) e o volume completado
para 4,5 pL. com 4gua livre de nucleases. A mistura foi incubada nas seguintes condic¢des: 40
ciclos de 16 °C por 2 min., 42 °C por 1 min. e 50 °C por 1 segundo seguido, da inativacdo da

transcriptase reversa a 85 °C por 5 min.
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3.10 PCR quantitativo em Tempo Real (miRNA)

Cada amostra de cDNA foi analisada com o TagMan Low Density Array Rodent
MicroRNA A+B Cards Set v3.0 (Life Technologies, EUA), constituido por duas placas de PCR
de 384 pocos com primers e sondas de hidrolise especificos, permitindo a cobertura de 641
microRNAs para camundongos. Cada ensaio (primers e sonda) é capaz de discriminar miRNAs
maduros que diferem em apenas uma base, utilizando-se pequena quantidade de RNA inicial.
Para cada placa, foram utilizados 450 puL de TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG (2X), 6 uL do produto da reagdo de transcri¢ao reversa € o volume final
ajustado para 900 pL com agua livre de nucleases. Os cartdes foram centrifugados duas vezes
a 331 g durante 1 minuto, selados e colocado do termociclador QuantStudio 12K Flex Real-
Time PCR System. Foram utilizadas as seguintes condic¢des de ciclagem: 95 °C por 10 min.,
seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 1 min. A analise do perfil de expressdo dos
miRNAs foi realizada utilizando-se o software ExpressionSuite (Life Technologies, EUA),
através da quantificacdo relativa pelo método Cq comparativo (2--AACt) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) e para a normalizacdo foi adotado a opcao de normalizacdo global no
ExpressionSuite Software (v1.0.3) (MESTDAGH et al., 2009).

3.11 Reacgdo de Transcrigdo Reversa (MRNA)

A transcricdo reversa dos mRNAs obtidos dos musculos foi realizada utilizando o kit
High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life Technologies, EUA), seguindo as orientacdes
do fabricante. Para a reagdo foram utilizados 1,5 pg de RNA, 2 pL de Tampé&o para Transcrigdo
Reversa (10X), 0.8 puL de dNTPs (25X), 2 uL de Random Primers (10X), 1 pL da enzima
MultiScribe Reverse Transcriptase e o volume completado para 20 ul. com agua livre de
nucleases (SIGMA). A mistura foi incubada nas seguintes condi¢des: 25 °C por 10 min., 37 °C
por 120 min e 85 °C por 5 min. O cDNA foi armazenado a -20°C.

3.12 PCR quantitativo em Tempo Real (MRNA)

Para cada reagdo foram empregados 10 uL de Master Mix (Life Technologies, EUA),
baseado na quimica SYBR Green (Apllied biosystems), 2 uL da reagdo de Transcri¢cdo Reversa
e 2 uL de iniciador “sense” e 2 pL de iniciador “anti-sense” a 5 uM e o volume foi completado
para 20 uLL com agua livre de nucleases. As condi¢cdes de ciclagem foram de 95 °C por 10 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. A amplificacdo das amostras foi
realizada com Power SYBR Green PCR master mix (Life Technologies, USA) em triplicata. A

placa foi selada, centrifugada a 15009 por 15 segundos e colocadas termociclador QuantStudio
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12K Flex Real-Time PCR System. Os iniciadores para os genes foram desenhados utilizando-
se 0 programa Primer3 e o BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabela

1). A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada pelo método do Cq comparativo
(2-AACY) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) pelo software Data Assist 3.0.1 (Life Technologies)

e foi utilizado como gene de referéncia o B2m (do inglés, beta-2 microglobulin).

Tabela 1. Genes e informac6es dos iniciadores utilizados na RT-gPCR

GENE NCBI REF SEQ SEQUENCIA INICIADORES AMPLICON
Stim1 NM_009287.4 F CTTGTCCATGCAGTCCCCC (ZIIB)
R CTCTGAGATCCCAGGCCAAG
Orail NM_175423.3 F CCTGGCGCAAGCTCTACTTA 90
R CCATCGCTACCATGGCGAA
Trpcl NM_011643.2 F GGATGTGTCTTTGCCCAAGC 97
R ACGAAACCTGGAATGTCTGAGG
B2m NM_009735.3 F CACTGAATTCACCCCCACTGA 93
R TCTCGATCCCAGTAGACGGT

3.13 Andlise Estatistica

Foram utilizados os seguintes testes Teste t de Student para analisar a expresséo génica,
o0 nivel das proteinas e diferencas na massa corporal dentro de um mesmo grupo. O teste
ANOVA foi utilizado para comparar a massa corporal entre 0s grupos, 0s niveis de CK,
avaliacdo da permeabilidade de membrana, expressao génica e o nivel das proteinas para mais
3 grupos. Para ambos os testes foi considerado p<0,05 e os testes foram executados no Sigma
SigmaPlot 12.5 e GraphPad Prism 6.
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“Antes de criar, precisamos parar no espago entre o que
a gente vé no mundo e o que esperamos ver”
Julie Burstein

4. RESULTADOS

4.1 Diferencas na expressao dos miRNAs nos ILM

O perfil de expressdo dos miRNAs entre os ILM e o DIA dos animais controle revelou
24 miRNAs desregulados, sendo 12 miRNAs reduzidos e 12 miRNAs aumentados (fold change
2.0 e p< 0,05; Tabela 2). Dos quais, 9 foram identificados em vias relacionadas ao processo de
miogénese, 5 no processo de regeneracdo, 3 no processo de inflamacéo e os demais distribuidos
nos processos de fibrose, neuroplasticidade, autofagia, permeabilidade mitocondrial e sistema

imunologico.
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Tabela 2. MicroRNAs com expressdo alterada nos ILM em relacdo ao DIA do grupo Controle. microRNAs
separados em fold change menor que 2 (vermelho) e maior que 2 (verde). Classificados de acordo com o processo

bioldgico que possivelmente regulam.

Fold Change  p-value
(log2) (<0.05)

miR Processo Biolégico

Referéncia

Neuroplasticidade

(PIETRZYKOWSKI e SPIJKER,
2014)

Miogénese

(CLARK; NAYA, 2015)

Miogénese

(CHEN et al., 2006; ROBERTS et
al., 2012)

Autofagia

(KORKMAZ et al., 2013)

Regeneracéo

(LIU et al., 2014)

Sistema Imunolégico

(WEISS et al., 2012)

Miogénese

(Guess et al., 2015)

Miogénese

(SNYDER et al., 2013)

Miogénese

(PORTILHO et al., 2015)

Inflamac&o

(GRECO et al., 2009; ROBERTS et
al., 2012)

Miogénese

(MCCARTHY, 2008;
MOTOHASHI et al., 2013)

Regeneracéo

(HAMRICK et al., 2010)

Miogénese

(DMITRIEV et al., 2013)

Miogénese

(DMITRIEV et al., 2013)

Regeneracéo

(AOl et al., 2010)

Inflamacéo

(CHAVALI, TYAGI, e MISHRA,
2014)

Desconhecido

(FORTERRE et al., 2014)

Miogénese

(CARDINALI et al., 2009)

Permeabilidade
mitocondrial

(CHAUDHURI et al., 2016)

Regeneracéo

(OLIVIERI et al., 2014)

Regeneracéo

(GRECO et al., 2009; ROBERTS et
al., 2012)

Fibrose

(WANG et al., 2011)

Miogénese

(YAO etal., 2013)

Inflamacéo

(ANDROSAVICH et al., 2012;
REDDY et al., 2012)
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4.2 Diferencas no SOCE nos Intrinsecos da Laringe dos camundongos Ctrl e mdx

Na comparacdo da expressdo relativa de Orail, Stiml e Trpcl entre os ILM e DIA, a
expressao de Orail foi reduzida nos ILM dos camundongos controle (Ctrl) (Figura 4A) e mdx
(Figura 4B), e Stim1 e Trpcl ndo apresentou diferencas nos animais Ctrl (p >0,05; figura 4A),
porém estavam aumentadas nos ILM dos camundongos mdx (Figura 4B). Demonstrando que
os ILM apresentam transcricdo dos componentes do SOCE diferente do DIA em situacOes
normais e na auséncia da distrofina.

Os niveis das proteinas, STIM1, ORAIL, TRPCL1 foram avaliadas para compreensao da
reposta do SOCE, pela técnica de Western blot. Os ILM de camundongos Ctrl apresentou um
aumento na expressdo de STIM1 (Figura 4C), enquanto que nos ILM dos mdx houve uma
reducdo dos niveis dessa proteina em relacdo com o DIA mdx (Figura 4D). Os niveis de ORAI1
e TRPCL1 ndo apresentaram diferenca estatistica significativa nos ILM dos Ctrl e mdx (p>0.05;
figura 4Ce 4D).
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Figura 4. Expressao génica relativa e niveis proteicos de Stim1, Orail e Trpcl nos musculos intrinsecos da laringe
(ILM) em relacéo ao diafragma (DIA) de camundongos controles Ctrl e mdx. A: expresséo relativa no grupo Ctrl
B: expressdo relativa no grupo mdx C: Niveis de proteina no grupo Ctrl D: Niveis de proteina no grupo mdx. E:
representacdo das bandas das proteinas analisadas grupo Ctrl. F: representagdo das bandas das proteinas analisadas
grupo mdx. Diferenca na expressdo dada em média e desvio padrdo (média + desvio padrdo) (n=4 por grupo) na
expressdo génica, e média e erro padrdo (média + erro padrdo) (n=3 por grupo) nos niveis proteicos * Diferenca
estatistica significativa comparada ao DIA p<0,05 (Test t de Student, p<0,05).
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4.3 Aspectos histopatoldgicos da terapia farmacolégica com Omega-3 em camundongos mdx

4.3.1 Massa corporal

No inicio do tratamento, no 14° dia de vida pds-natal, e ao final aos 30 dias de vida, foram
mensuradas a massa corporal dos animais. Nao foi observado diferencas significativa na média da
massa entre 0s grupos estudados no inicio e o final do tratamento. Houve diferenca em todos os
grupos quando comparado a massa corporal final com a inicial (Tabela 3), demonstrando que Q3

ndo alterou a massa corporal.

Tabela 3. Massa corporal (g)

Inicio (g) Término (g) Diferenca ()
Ctrl 7,22 £1,62 16,10 £ 2,27 8,88+311*
madx 7,35+1,18 14,69 £1,70 734+164*
mdxQ3 7,50 £ 0,37 13,28 £1.,59 578+1,70 *

Valores sdo expressos como Média + Desvio Padrdo do ganho de massa corporal (g) no inicio e ao final do tratamento.
*p < 0.05 comparando massa final e inicial dentro do mesmo grupo (n=6 por grupo).

4.3.2 Analise de creatina kinase (CK)

Nos camundongos mdx houve um aumento nos niveis séricos de CK (1244.58%) em relacao
aos animais Ctrl e uma reducéo significativa nos mdxQ3 (44,91%) quando comparado ao grupo madx
(Tabela 4). Indicando que Q3 melhorou os aspectos bioguimicos relacionados a mionecrose.

Tabela 4. Niveis plasméticos de CK (U/L) em camundongos Ctrl, mdx e mdxQ3.

Ctrl madx mdxQ3

uU/L 138,65+113,17 1864,27+ 605,57" 1027,10+502,77°*

Valores expressos em média + desvio padrdo. Diferenca estatistica significativa " p<0.0001 em relagéo ao Ctrl e
#p<0.001 em relagdo ao mdx (n=12 por grupo).

4.3.3 Analise morfologica qualitativa

Os ILM apresentaram caracteristicas histologicas semelhantes entre os grupos Ctrl, mdx e
mdx€Q3. Foram observadas fibras com nucleo periféricos, em formato poligonal e pequeno diametro.
N&do possuia fibras em processo de degeneracdo (diametro pequeno e nucleo central), fibras
regeneradas (nucleo central) e processo inflamatério (Figura 5 A, B, C).

O mdasculo DIA no grupo mdx apresentou areas com infiltrado inflamatorio, fibras em
processo de degeneracdo/regeneracdo e fibras regeneradas (presenca de nucleo central) (Figura 5

E). No musculo DIA do mdxQ3, havia areas pontuais com infiltrado inflamatdrio e poucas fibras
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com nucleo central (Figura 5 F). O Q3 nas fibras musculares distroficas acometidas atenuou 0s
aspectos histopatologicos da mionecrose.
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Figura 5. Fotomicrografias de cortes transversais dos grupos controle (Ctrl), mdx e mdx tratado com dmega-3 (mdxQ3) A. Musculos intrinsecos da laringe (ILM) grupo
Ctrl, B. ILM do grupo mdx. C. ILM do grupo mdxQ3. D. Diafragma (DIA) Ctrl. E DIA mdx. F. DIA mdxQ3. Nucleos periféricos (seta), nicleos centrais (cabega de seta) e
processos inflamatdrios (*). Barra de escala em pm.
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A permeabilidade do sarcolema apresentou-se alterada no grupo mdx (Figura 6B),
evidenciada pela coloragcdo em vermelho brilhante em relagdo ao grupo Ctrl. Observou-se uma
reducdo significativa na porcentagem das fibras permeadas com o AE no grupo mdxQ3 (Figura 6C)
em relacdo a area total do grupo mdx (Figura 6D).

Ctrl mdx mdx€:3

DIA

*
m Ctrl
max
Bl MmadxQ3

—

%Azul de Evans
-
o

o
L

Figura 6. Fotomicrografias de cortes transversais dos grupos controle (Ctrl), mdx e mdx tratado com 6mega-3
(mdxQ3) A. Marcagao de Azul de Evans (AE) no DIA do grupo Ctrl. B. AE no grupo mdx. C. AE no grupo mdxQ3. D.
Porcentagem de fibras marcadas pelo azul de Evans. *p<0,05 (Teste Anova one-way)
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4.4 Efeitos do Omega-3 no SOCE dos camundongos mdx

O masculo DIA dos camundongos mdx e mdxQ3 apresentou uma reducdo na expressao
génica relativa de Stim1 e Trpcl em comparacdo ao DIA dos camundongos Ctrl (p<0.05; Figura
7A), enquanto que Orail mostrou-se aumentada no DIA mdx em relacdo ao Ctrl (p<0.05; Figura
7A). Ndo houve diferenca estatistica significativa no DIA mdxQ3 em relacdo aos demais grupos
(Figura 7A). Nos ILM mdx e mdxQ3 houve um aumento na expressao de Orail em relacdo ao ILM
Ctrl (Figura 7B), os demais genes analisados ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
nos ILM (p>0,05 Figura 7B).

As proteinas STIM1, ORAIL e TRPC1 ndo apresentaram diferenca entre os grupos no DIA
(Figura 7C). Enquanto que os niveis de STIM1 e TRPC1 foram reduzidos nos ILM dos
camundongos mdx em relacdo ao Ctrl (p<0,05; figura 7D), e aumentadas nos ILM dos mdxQ3 em
relacdo ao ILM mdx (Figura 7D). Os niveis de ORAIL ndo apresentou diferenca nos ILM (Figura
7D). Demonstrando que o Q3 ndo altera a expressdo proteica do SOCE nos musculos acometido
pela mionecrose e que os ILM apresentam caracteristicas adaptativas na expressdao do SOCE

mediante ao tratamento com Q3.
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Figura 7. Expressdo génica relativa e niveis proteicos de Stim1, Orail e Trpcl nos musculos diafragma (DIA) e
Intrinsecos da Laringe (ILM) de camundongos controle (Ctrl), mdx e mdx tratados com dmega-3 (mdxQ3). A:
expressdo relativa no DIA B: expressao relativa no ILM C: Niveis de proteina no DIA. D: Niveis de proteina no ILM.
E: representacdo das bandas das proteinas analisadas DIA F: representacdo das bandas das proteinas analisadas nos ILM
Diferenca na expressdo dada em média e desvio padrdo (média + desvio padrdo) (n=4 por grupo) na expressao génica,
e média e erro padrdo (média + erro padrao) (n=3 por grupo) nos niveis proteicos * Diferenca estatistica significativa
p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001(Teste de variancia Anova one-wa seguido de teste de Tukey).
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“Pensar é alcancar algo até entdo desconhecido, tendo a
certeza de que ndo ha saber pronto e acabado”
Marilena Chaui

5. DISCUSSAO

No presente trabalho foi observado que os ILM apresentam caracteristicas impares na
expressdo de miRNAs em condi¢des normais e que canais reguladores da homeostase do Ca?* estéo
diferentemente expressos em condi¢fes patoldgicas, como na DMD. Adicionalmente, verificamos
que o Q3 protegeu a fibra muscular nos aspectos histopatologicos da mionecrose e atuou na
regulacdo do SOCE nos ILM.

5.1 Diferencas na regulacdo pods-transcrional nos Mdasculos Intrinsecos da Laringe de
camundongos Ctrl

Os miRNAs participam da regulacdo de diversos processos bioldgicos essenciais para o
estabelecimento e manutencao do tipo celular (GULLER; RUSSELL, 2010), sendo considerado um
mecanismo de regulacdo pds transcricional (SETROM; SN@VE JR; ROSSI, 2007).

Diversos miRNAs sdo expressos em tecido especifico (BABAK et al., 2004) inclusive no
tecido muscular esquelético em diferentes espécies (MCCARTHY, 2008). Esses desempenham
papel crucial na miogénese e diferenciacdo muscular (CESANA et al., 2011) e no estabelecimento
de um fendtipo muscular especifico (MCCARTHY; ESSER, 2007).

Diferentes musculos podem apresentar expressdo distinta de um mesmo mMiRNA em
condi¢Bes normais ou patoldgicas (MCCARTHY; ESSER; ANDRADE, 2007) podendo este estar
relacionado a caracteristicas como: tipos de fibras, metabolismo, sinalizacdo e angiogenese
(ZEIGER e KHURANA, 2010).

Nesse estudo identificou-se os padrdes distintos de expressdao dos miRNAs nos ILM em
relacdo ao DIA e relagbes a vias de diferentes processos bioldgicos ja identificados no tecido
muscular esquelético. Apesar de alguns miRNAs identificados ndo serem considerados musculo
especifico (myomiRs), a maior parte desses contribuem para o processo de miogénese e regeneragéo.
Os alvos especificos dos miRNAs podem atuar como reguladores da modificacdo da cromatina e
ciclo celular. (ERRIQUEZ; PERINI; FERLINI, 2013).

Os miRNAs podem contribuir para caracteristicas dos ILM, como continua diferenciacdo
celular e maior capacidade regenerativa. O aumento do miR-34c parece regular e reduzir a
expressdao de CDKG6 (do inglés, Cyclin-dependent kinase 6) (GRECO et al., 2009), que sdo essenciais
para a progressdo do ciclo celular e indugdo de diferenciacdo (PURI; SARTORELLI, 2000).

48



Enquanto que a reducdo do miR-133a pode ser um indicativo de adaptagdo para promover a
expressdo de genes necessarios para o processo de regeneracdo (MCCARTHY; ESSER, 2007),
como fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF-1, do inglés insulin-like growth factors
1)(SCICCHITANO; RIZZUTO; MUSARO, 2009), que parecem favorecer a programacio
miogénica através do aumento de fatores transcricionais MEF2 ( do inglés, myocyte specific
enhancer factor 2) (MUSARO, 2014; PELOSI et al., 2015). Os ILM tem a expressdo de Myf5
aumentada em relacdo aos musculos dos membros (BAIN et al, 2001) que pode ocorrer devido a
reducdo da expressao do miR-128a (SHI et al, 2015). A familia de miRNA-30 tem se mostrado
importante regulador da sinalizagdo de Ca?* via Calcineurina (WU et al., 2015) , enquanto o miR-
133a parece regular a expressdo do receptor tipo Il de inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3RII)
(DRAWNEL et al., 2012).

Os ILM possuem um perfil de regulacdo pds-transcrional que favorecem as caracteristicas
de continua capacidade proliferativa e regenerativa. Entretanto estudos futuros deveréo identificar
os alvos regulados por esses miRNAs, validar a interacdo entre eles e analisar em diferentes espécies
e condicdes patoldgicas. A expressao dessas moléculas caracterizara um possivel perfil de expressédo

conservado e auxiliard na identificacdo de provaveis alvos terapéuticos.

5.2 Expressao do SOCE nos ILM Ctrl e mdx

O ILM, semelhante ao EOM, € constituido por fibras musculares de tamanho pequeno que
possuem um grande volume de RS (SPENCER; PORTER, 1988). Apresentam caracteristicas
moleculares, bioquimicas, fisiologicas particulares (MCLOON et al., 2007) e uma melhor
homeostase do Ca?* quando comparados a outros musculos (FERRETTI et al., 2009, 2015;
KHURANA, 1995).

A principal organela de armazenamento de Ca?* em estado de repouso no musculo
esquelético de mamiferos é o RS (BERCHTOLD; BRINKMEIER; MUNTENER, 2000; SOMLYO
et al., 1981), liberando esse ion para o citosol quando necessario para 0 processo de contragdo
(BERCHTOLD; BRINKMEIER; MUNTENER, 2000). A reducéo nos niveis de Ca?" no RS resulta
na ativagdo uma via de sinalizacdo denominada SOCE (PUTNEY, 1986).

A auséncia da distrofina na maioria das fibras musculares dos camundongos mdx resulta em
diversos processos que agravam o quadro patofisiolégico da DMD (DECONINCK; DAN, 2007)
dentre esses, 0 maior influxo de Ca?* pode estar relacionado a disfuncdo de alguns canais iGnicos
(TUTDIBI et al., 1999).
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Os ILM s&o protegidos no processo de mionecrose (MARQUES et al., 2007; THOMAS et
al., 2008) e apresentam regulacdo diferenciada de alguns canais de Ca** comparado a misculos
apendiculares (BARROS MARANHAO et al., 2015; FERRETTI et al., 2009, 2015).

A expressdo dos genes e proteinas responsaveis pela codificacdo do SOCE possui uma
grande importancia para a formacdo, diferenciacdo e desempenho das fungBes das células
musculares (DARBELLAY et al., 2009). A interagdo das proteinas STIM1/ORAIL é dependente do
nivel dessas proteinas isoladas (ZHENG et al., 2008). O equilibrio entre elas resulta na ativacéo do
SOCE e na homeostase do Ca?* durante o processo de contracéo e relaxamento (SCRIMGEOUR
etal., 2009). A ativacdo de TRPC1 tem se mostrado dependente da interacdo junto a STIM1 (PANI;
BOLLIMUNTHA; SINGH, 2012; PANI et al., 2009).

Durante o processo de ativacdo do SOCE, a proteina transmembrana STIM1 77kDa, sofre
modificacbes pds-translacionais aumentando seu peso para 100 kDa (DZIADEK; JOHNSTONE,
2007), do mesmo modo a proteina ORAIL inicialmente com 33 kDa, e ao ser ativada passa a pesar
50 kDa (ZHAO et al., 2012). As diferencas observadas nos sugerimos que uma regulacdo pods-
transcrional pode ter ocorrido, resultando na diferenca entre os dados.

A Stiml é considerada uma dos principais componentes do SOCE (KIVILUOTO et al.,
2011), pois sua expressdo apresenta correlacdo positiva a diferenciacdo celular acelerada de
mioblastos (DARBELLAY et al., 2009; ONOPIUK et al., 2015). Sua expressao também tem sido
considerada um importante fator molecular para ativagdo de Fator Nuclear das células T ativadas
(NFAT do inglés, Nuclear Factor of Activated T cells). J& a expressdo de Trpcl é dependente da via
calcineurina-NFAT e tem relacdo direta com o alteracdo (aumento e/ou reducdo) na concentragédo
de Ca?" intracelular (LOUIS et al., 2008; PIGOZZI et al., 2006).

No tecido muscular, a expressédo genica de Stim1 e Trpcl atuam principalmente nas etapas
de diferenciacdo no processo de miogénese (PHUONG et al., 2013; STIBER et al., 2008) e na
regeneracdo pos-natal do musculo esquelético (SAKUMA et al., 2003). Quando a Trpcl ndo é
expressa resulta em miotubos reduzidos e pouco nucleados (ANTIGNY et al., 2013).

O aumento da expressao génica de Stim1 e Trcpl nos ILM dos camundongos mdx em relagéo
ao DIA mdx, pode ser relacionada a maior habilidade de continua diferenciagdo celular que esses
musculos possuem (MCLOON et al., 2007).

A reducdo na expressdo de Stim1 parece reduzir a expressdo de Sercal (KIVILUOTO et al.,
2011). Ferretti e colaboradores (FERRETTI et al., 2015) constataram n&o haver diferenga entre os
niveis de expressdao de Sercal nos ILM quando comparado ao musculo tibial anterior, sendo
possivel que nos ILM dos camundongos Ctrl a expressao de Stim1 regule a expressao de Sercal e

consequentemente maior regulacio nos niveis de Ca?* do RS.
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O aumento nos niveis da proteina STIM1 nos ILM dos Ctrl, pode estar diretamente associado
a demanda funcional desses musculos, contribuindo para a contracdo super rapida (HOH, 2005).
Todavia, mediante a auséncia da distrofina, ocorre uma reducdo nos niveis de STIM1. Niveis
reduzidos de Ca?* foram observados em células musculares que possuiam uma deficiéncia na
expressdo da proteina STIM1 (LI et al., 2012). Sugerimos que essa seja uma resposta adaptativa, na
tentativa de melhorar a homeostase do Ca?*, mecanismo esse pouco esclarecido até o presente
momento.

O mRNA Orail transcreve um canal regulador de Ca?* da membrana plasmatica (FESKE
et al., 2006) considerado essencial para a expressdo de genes dependente de Ca?* (KAR; PAREKH,
2013). No presente estudo os ILM apresentam reducdo na expressdo de Orail em relacdo ao DIA
no grupo Ctrl e mdx, podendo estar associado a um reducio na mobilidade do Ca?* (ARIMILLI et
al., 2010) e ao melhor controle do influxo desse ion para o0 meio intracelular nos ILM.

Diferente de estudo publicado por Ferretti e colaboradores (FERRETTI et al., 2015) onde
foi observado um aumento de ORAIL nos ILM e no EOM em relagdo ao tibial anterior de ratos
Wistar, neste estudo ndo foi observado diferenca no nivel dessa proteina em relacdo ao ILM e DIA
nos camundongos Ctrl e mdx. A diferenca dentre os resultados pode ser explicada pelo grupo de
musculos utilizados, pois o cricotiredideo foi analisado isoladamente, pela idade dos animais (60
dias de idade) e pelo estado de ativacdo da proteina analisada.

Portanto, sugere-se que o SOCE possui um papel importante nas adaptacgdes fisioldgicas e
patoldgicas nos ILM. No entanto estudos relacionados a funcionalidade desse canal, inibindo seus
componentes e analises da interacdo entre as proteinas Sd0 necessdrias para mMmaiores

esclarecimentos.

5.3 Efeito do 6mega-3 nos animais distréficos e no SOCE

O tratamento com Q3 ndo alterou a massa corporal entre os grupos, diferindo-se dos
tratamentos realizado com anti-inflamatorios esteroides, os glicocorticoides, que s&o normalmente
utilizados para o tratamento da DMD. Os glicocorticoides desencadeiam diversos efeitos colaterais
(BONIFATI et al., 2000), resultando na reducdo da massa corporal dos camundongos mdx
(PEREIRA; MARQUES; SANTO NETO, 2015), como o tratamento com deflazacorte
(KARIMZADEH; GHAZAVI, 2012). Foi constatado um aumento da massa corporal final
comparada a inicial entre os animais do mesmo grupo, indicando que a dosagem administrada e/ou
a manipulacéo durante o periodo experimental ndo alterou a taxa de crescimento dos camundongos.

Corroborando com nossos dados, estudos anteriores também ndo observaram diferengas na massa
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corporal durante o tratamento com EPA e Q3 (DE CARVALHO et al., 2013; MACHADO et al.,
2011; MAURICIO et al., 2013).

Os niveis de CK no soro se encontram elevados quando o musculo sofre algum tipo de injuria
ou leséo, como no DMD. A instabilidade no sarcolema, leva a mionecrose e aumento dessa enzima
esta relacionando a gravidade do fendtipo (ZATZ et al., 1991). O tratamento com 6mega-3 reduziu
significativamente os niveis de CK, sugerindo melhora da mionecrose. A reducdo nos niveis de CK
corrobora com efeitos benéficos do tratamentos com Q3 (FOROUGHINIA; SALAMZADEH;
NAMAZI, 2013; MAURICIO et al., 2013).

A marcagdo com o corante AE permite verificar alteragéo integridade e na permeabilidade
do sarcolema de fibras dos camundongos mdx (MATSUDA; NISHIKAWA; TANAKA, 1995;
STRAUB et al., 1997). A reducdo das fibras positivas ao AE confirma a reducdo da permeabilidade
da membrana e a diminuicdo da mionecrose com o tratamento com Q3 (MAURICIO et al., 2013).

A diminuicéo da inflamacg&o no DIA, assim como reducdo na quantidade de nicleos centrais,
corroboram com achados anteriores com tratamento com Q3 e EPA purificado (MACHADO et al.,
2011; MAURICIO et al., 2013). As caracteristicas histopatoldgicas podem estar associadas a
regulacéo dos ions de Ca?* intracelular, uma vez que o Q3 pode alterar canais idnicos através das
alteracfes que gera na membrana fosfolipidica (ENDO; ARITA, 2015; POUND; KANG; LEAF,
2001).

Ainda ndo ha um consenso sobre a expressdo e 0s niveis das proteinas componentes do
SOCE com relacdo a fisiopatologia da mionecrose. Foi constatado ndo haver alteracdes nos niveis
de STIM1 e um aumento no nivel de ORAI1 nos musculos distroficos (ZHAO et al., 2012). Outro
estudo mostrou os niveis de STIM1 aumentados em mioblastos distroficos (ONOPIUK et al., 2015)
e Edwards e colaboradores (EDWARDS et al., 2010) observaram aumento nos niveis de STIM1 e
ORAI1 em células isoladas do musculo EDL de mdx.

A expressao génica de Trpcl varia durante a miogénese pés natal (ANTIGNY et al., 2013)
e 0s niveis da proteina TRPC1 parecem ter relacdo com as diferentes respostas de musculos
apresentando-se aumentada nos musculos distroficos acometidos, (GERVASIO et al., 2008;
MATSUMURA et al., 2011).

O papel do SOCE ¢ considerado como uma dos responsaveis pela alteragdo na homeostase
do Ca?* via SOCE nos camundongos mdx através do aumento do gene Orail (ZHAO et al., 2012)
e sua transcricdo parece ser dependente de algumas subunidades do fator nuclear de transcrigdo NF-
kB (EYLENSTEIN et al., 2012), que se encontra em niveis elevados no musculo diafragma do
camundongo mdx (KUMAR; BORIEK, 2003).

52



No presente estudo identificou-se o aumento da expressdo de Orail no DIA e no ILM
distrofico em relagdo ao normal, sendo consistente com o observado por Zhao e colaboradores
(2012). Adicionalmente a expressdo do gene Orail parece controlar o inicio do processo de
diferenciacdo em mioblastos humanos (DARBELLAY et al., 2009), de modo que ablacéo genética
de Orail resultou em alteragdo no crescimento de alguns animais (VIG et al., 2008). Sugerimos
que o aumento da expressdo do gene Orail no DIA e no ILM, possa preceder a regulacdo de vias
necessarias para o processo de regeneracdo, nao analisados nesse trabalho.

Camundongos knockdown para Trpcl (Trpcl™") apresentaram niveis elevados de TNF-a
circulante (MEDIC et al., 2013) que se encontra aumentada no musculo diafragma distrofico
(BARROS MARANHAO et al., 2015) e reduzido nos mésculos distroficos quando tratados com
Q3 (MAURICIO et al., 2013). Diferindo dos nossos resultados observados do DIA mdx em relagédo
ao Ctrl, a expressdo aumentada de Trpcl foi observada no musculo quadriceps de pacientes
distréficos (KIVILUOTO et al., 2011) e em camundongos mdx (VANDEBROUCK et al., 2002).

As diferencas em relacéo a dados existente em sobre a expressao dos componentes do SOCE
no processo de mionecrose de musculos distréficos acometidos pode ser justificado pelo musculo
utilizado e por diferencas nas idades dos camundongos.

O SOCE ¢é importante para a fisiologia da fibra muscular, controlando a entrada de Ca?* para
o reticulo sarcoplasmatico e ativagdo de genes (PAREKH; PUTNEY JR, 2005; ROOS et al., 2005;
XING et al.,, 2014). Apesar de estudos mostrarem que outras proteinas reguladoras de Ca?*
apresentam diferentes niveis entre musculos protegidos e musculos acometidos (FERRETTI et al.,
2015; ZEIGER; MITCHELL; KHURANA, 2010), o SOCE nos camundongos mdx, parece nao ser
a principal via de protecdo a mionecrose, porém contribui para a habilidade de homeostase de Ca?*
nos ILM. Sugerimos que estudo do SOCE deva ser realizado em outras idades dos camundongos
mdx para avaliar a regulacdo de seus componentes ao longo dos processos de
degeneracdo/regeneracao dos musculos distroficos.

O tratamento alterou significativamente os niveis de STIM1 e TRPC1 no ILM dos mdxQ3,
corroborando com o observado por Roy e colaboradores (2010), onde o EPA induziu a um aumento
nos niveis da translocacao de STIM1. Adicionalmente, estudo recente prop6s que PUFAS inibem o
acoplamento STIM1-ORAI1 e induz a associagdo STIM1-STIM1 (HOLOWKA et al., 2014).
Sugerimos que o aumento de STIM1 e TRPC1 observado no ILM mdxQ3, possa levar a regulagéo
de alguns canais de Ca" e que essa regulacdo contribui para melhor homeostase de Ca®* nos em

musculos distroficos protegidos.
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“A alegria ndo chega apenas no encontro do achado, mas

faz parte do processo da busca. E ensinar e aprender ndo pode
dar-se fora da procura, fora da boniteza e da alegria”

Paulo Freire

6. CONCLUSOES

Os ILM possuem o perfil diferenciado de microRNAs que podem participar da regulacdo
dos processos de miogénese e regeneragao.

STIM1 e TRPC1 auxiliam na homeostase do Ca®" e na adaptacdo dos ILM contra a
mionecrose na auséncia da distrofina. Entretanto o SOCE néo tem relacdo direta com o
processo de mionecrose nos camundongos madx aos 30 dias de idade.

O 6mega-3 protege o musculo distrofico da mionecrose e altera a expressdo de STIM1 e
TRPC1 nos ILM.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Diafragma

Figura suplementar 1. Gel de agarose das amostras RNA do muisculo diafragma (DIA) e dos musculos intrinsecos da
laringe (ILM) de camundongos C57BL/10 (Ctrl), mdx (mdx) e mdx tratado com émega 3 (mdxQ3).
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Tabela suplementar 1. RIN: RNA Integrity Number (nimero de integridade do RNA) de camundongos
C57BL/10 (Ctrl), mdx (mdx) e mdx tratado com 6mega 3 (mdxQ3), do musculo diafragma (DIA) e

dos masculos intrinsecos da laringe (ILM).

Grupo Musculo Amostra [ng/ul] 260/280 nm RIN
1 1750 1.800 8
ILM 2 1765 1.880 8.5
3 1707 1.873 8.7
Ctrl 4 1722 1.889 8.5
1 1008 1.832 8.3
DIA 2 1050 1.899 8.3
3 1859 1.950 7.7
4 757.6 1.896 8.2
1 1160 1.853 9.1
ILM 2 1970 1.840 8.1
3 1901 1.809 8.8
mdx 4 1904 1.920 8.6
1 850.0 1.850 7.6
DIA 2 1040 2.047 7.9
3 938 1.957 6.7
4 718 2.028 7.6
1 1063 1.907 8
ILM 2 1236 1.848 7.8
3 1485 1.886 9.1
mdxQ3 4 1315 1.835 8.3
1 625.6 2.052 7.8
DIA 2 655.2 2.051 7.3
3 622.4 2.045 7.7
4 607.6 2.053 8
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