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RESUMO 

Introdução: A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a mais comum e severa distrofia 

muscular causada pela ausência da proteína distrofina que determina, perda progressiva 

das fibras musculares e fraqueza muscular. Por se tratar de uma doença que não tem cura, 

inúmeros estudos buscam tratamentos paliativos que possam amenizar os efeitos da 

doença e proporcionar melhor qualidade de vida ao portador. O exercício aeróbio de baixa 

intensidade vem mostrando resultados promissores na reabilitação do músculo 

esquelético distróficos frente ao conteúdo da proteína utrofina, proteína homóloga à 

distrofina. Contudo, poucos são os relatos científicos que envolvem análises do conteúdo 

da utrofia após longo período de treinamento aeróbio de baixa intensidade, em músculos 

distróficos. Sendo assim, nosso objetivo foi avaliar o impacto do treinamento aeróbio de 

baixa intensidade sobre o conteúdo da proteína utrofina, no músculo tibial anterior de 

camundongos mdx. Métodos: Foram utilizados 36 camundongos machos, 12 animais 

Wild Type C57BL-10 (n=6/grupos sedentários 21 e 37) e 24 animais mdx C57BL/10-

Dmdmdx (n=6/grupos sedentários 21 e 37 e n=6/grupos treinados 21 e 37 sessões). Os 

animais treinados foram submetidos à 21 e 37 sessões de exercício concêntrico de baixa 

intensidade em esteira plana, e durante o período foi realizado teste de preensão palmar 

dos animais. Após as sessões, os animais foram eutanasiados, e amostras de sangue foram 

obtidas, para análise da proteína creatina quinase (CK), e o músculo tibial anterior 

excisado para análises morfológica e bioquímica. Resultados: Os animais mdx 

mostraram redução significativa da força e do conteúdo de utrofina, alterações 

morfológicas importantes, como: necrose, concomitante ao aumento de CK, quando 

comparados aos animais Wild Type. Após 21 e 37 sessões de treinamento foi observado 

melhora da força de preensão palmar e dos aspectos morfológicos, e aumento do conteúdo 

da utrofina, quando comparados aos animais mdx sedentários. Contudo, os animais 

submetidos às 37 sessões mostraram melhoras mais significativas quando comparados 

aos treinados por 21 sessões. Conclusão: A manutenção do treinamento por um longo 

período demonstrou estimular o aumento do conteúdo da proteína utrofina, melhorar a 

função e a morfologia do músculo tibial anterior de camundongos mdx.  

Palavras chaves: Distrofia Muscular de Duchenne, camundongo mdx, exercício 

aeróbio de baixa intensidade, utrofina.



  

 
 

 

ABSTRACT 

Introduction: Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common and severe 

muscular dystrophy caused by the absence of the dystrophin protein that determines, 

progressive loss of muscle fibers and muscle weakness. It is a disease that has no cure, 

numerous studies seek palliative treatments that can mitigate the effects of the disease 

and provide a better quality of life for the patient. Low-intensity aerobic exercise has 

shown promising results in the rehabilitation of dystrophic skeletal muscle due to the 

content of utrophin protein, a protein homologous to dystrophin. However, there are few 

scientific reports that involve analysis of utrophin content after a long period of low-

intensity aerobic training in dystrophic muscles. Therefore, our objective was to evaluate 

the impact of low-intensity aerobic training on the content of utrophin protein, in the 

anterior tibial muscle of mdx mice. Methods: 36 male mice were used, 12 Wild Type 

C57BL-10 animals (n = 6 / sedentary groups 21 and 37) and 24 mdx C57BL / 10-

Dmdmdx animals (n = 6 / sedentary groups 21 and 37 and n = 6 / trained groups 21 and 

37 sessions). The animals were submitted a low intensity running sessions (21 and 37) on 

a flat treadmill, and during the period grip strength test was performed. After the sessions, 

the animals were euthanized, and blood samples were obtained for analysis of the protein 

creatine kinase (CK), and the anterior tibial muscle excised for morphological and 

biochemical analysis. Results: The mdx animals showed a significant reduction in 

strength and utrophin content, important morphological changes, such as: necrosis, 

concomitant to the increase in CK, when compared to Wild Type animals. After 21 and 

37 training sessions, there was an improvement in handgrip strength and morphological 

aspects, and an increase in utrophin content when compared to sedentary mdx animals. 

However, the animals submitted to the 37 of training showed more significant 

improvements when compared to those trained for 21 sessions. Conclusion: The 

maintenance of training for a long period has been shown to stimulate the increase in the 

content of utrophin protein, improve the function and morphology of the anterior tibial 

muscle of mdx mice. 

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy, mdx mice, low intensity aerobic exercise, 

utrophin. 
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1. Introdução 

 A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a mais comum e severa distrofia 

muscular que acomete em torno de 1 a cada 5.000 meninos nascidos vivos (KENNEDY, 

et., 2018). A DMD é causada pela mutação da região Xp21 no cromossomo sexual X, o 

que determina ausência da proteína distrofina levando à perda progressiva das fibras 

musculares (degeneração) e consequentemente, fraqueza muscular. Os portadores da 

DMD apresentam um declínio acentuado das suas mobilidades por volta dos 7-10 anos, 

devido ao alto processo degenerativos das fibras musculares, o que culmina em fraqueza 

acentuada da musculatura de membros inferiores, podendo levar esses meninos à cadeira 

de rodas.  A progressão da doença também afeta o músculo esquelético diafragma e o 

cardíaco determinando na maioria das vezes morte prematura em torno de 15 anos de 

idade (ANNEXSTAD, et al.; 2014). 

A distrofina é uma proteína localizada abaixo do sarcolema, que faz parte do 

complexo distrofina-glicoproteína, responsável por ligar filamentos de actina à matriz 

extracelular, promovendo a estabilidade da membrana sarcoplasmática, proporcionando 

força física para as fibras musculares (GOYENVALLE, et al., 2011; FERNANDES, et 

al., 2019). Estudos mostraram que a deficiência ou ausência da distrofina pode determinar 

aumento da fosforilação de proteínas, alteração na homeostase do cálcio intracelular, 

desencadeando proteólise e ativação do proteassoma, instabilidade e perda da integridade 

do sarcolema, levando assim, as fibras musculares à processos necróticos importantes, 

com liberação de enzimas que poderão induzir a apoptose (INFANTE, et al., 1999; 

DECONINCK, et al., 2007). Com a progressão da doença, as recorrentes lesões 

determinam uma resposta inflamatória crônica no tecido contrátil, acometendo sua 

capacidade regenerativa e o substituindo por tecidos fibroso e adiposo, reduzindo cada 

vez mais a força de contração gerada pelo músculo (FERNANDES, et al., 2019). 

A redução da força muscular culmina em quedas frequentes quando esses meninos 

atingem a idade pré-escolar, entre 2 a 7 anos. Nesta fase, o diagnóstico pode ser por 

mapeamento genético, biópsia muscular e dosagem dos níveis séricos para creatina 

quinase (CK) (DARRAS, et al., 2000). Este último método é o mais rápido e barato para 

um diagnóstico inicial. A CK é encontrada no tecido muscular e se encontra aumentada 

na corrente sanguínea quando há dano muscular. A principal atividade dessa enzima é 
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fosforilar de forma reversível a creatina as custas do ATP, como forma adicional de 

armazenamento de energia em ligações fosfatadas (CACCHIARELLI, et al.; 2011; 

STREHLE, et al.; 2014; MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017). No indivíduo normal o 

valores para CK são em torno de 200 UI/L enquanto no portador da DMD, os valores são 

mais elevamos, em torno de 2000 UI/L (DARRAS, et al., 2000). 

 De acordo com a literatura científica, as fibras do tipo II (glicolíticas) são as mais 

acometidas pela doença, por serem mais frágeis e susceptíveis à lesões quando 

comparadas as fibras do tipo I (oxidativas) (WEBSTER, et., al, 1988; BANKS, et al., 

2014). Esta fragilidade pode ser justificada pelas diferenças estruturais e bioquímicas 

desses dois tipos de fibras. As fibras tipo I (oxidativa) expressam mais células satélites e 

utrofina (proteína homóloga à distrofina) quando comparado as fibras do tipo II 

(glicolíticas), importantes no processo de reparação tecidual principalmente, em 

músculos distróficos. A expressão da utrofina está relacionada diretamente com outras 

proteínas sinalizadoras como calcineurina e PGC-1α, que são mais expressas nas fibras 

do tipo I, o que pode justificar a maior expressão desta nas fibras do tipo I, 

proporcionando à elas maior estabilidade sarcolemal (AL-REWASHDY, et al., 2014).  

 Com objetivo de manter a morfologia e a funcionalidade muscular, o tecido sofre 

adaptações moleculares e celulares na ausência da distrofina (BANKS, et al.,  2008). Uma 

resposta adaptativa muito observada no músculo esquelético de camundongos mdx, 

modelo experimental mais utilizado da DMD, é o aumento da proteína utrofina 

(OHLENDIECK, et al., 1991; PONS, et al., 1991). A utrofina é uma proteína expressa 

no sarcolema e nas junções neuromuscular (JNM) e miotendinosa (JMT) do músculo 

esquelético durante a fase de desenvolvimento fetal.  Na 12ª semana de gestação ela é 

substituída por sua homóloga distrofina no sarcolema (RODINO-KLAPAC, et al., 2013) 

porém, continua sendo expressa nas junções neuromuscular e miotendinosa (ROONEY, 

et al., 2006; PIETTE, et al., 2019).   

Estudos tem mostrado que a terapia com genes da utrofina pode ser um tratamento 

promissor para pacientes portadores de DMD pois, atua similarmente a distrofina na 

reparação do músculo lesado, minimizando lesões e retardando a evolução da doença 

(RODINO-KLAPAC, et al., 2013; MCGREEVY,et al.; 2015). SQUIRE et al., (2002) e 

RODINO-KLAPAC et al., (2013) observaram um aumento na expressão da utrofina no 

músculo esquelético de camundongos mdx, e acreditam que este aumento pode minimizar 
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a degeneração muscular, como resposta protetora do tecido muscular.   

 Existem recursos terapêuticos, como exercício aeróbico, que podem contribuir no 

aumento da utrofina potencializando o efeito protetor desta proteína no músculo 

distrófico. O exercício físico tem mostrado ser um stress fisiológico importante no 

estímulo do remodelamento do músculo distrófico, determinando melhora da força, 

fadiga e da morfologia quando submetido a longos períodos de treinamento (HAYES,  et 

al., 1993; HAYES, et al., 1996; HAYES, et al., 1998; WINEINGER, et al., 1998; 

FERNANDES, et al., 2019). No entanto, o impacto e os mecanismos benéficos trazidos 

pelo exercício aeróbico no músculo distrófico são inteiramente dependentes da 

intensidade em que o mesmo é aplicado. Já existe um consenso na literatura que exercício 

de alta intensidade pode exacerbar o fenótipo distrófico, acelerando a progressão da 

doença. Por outro lado, quando aplicado em baixa intensidade tem mostrado efeitos 

benéficos e protetores pois, é capaz de aumentar expressão e conteúdo de proteínas 

importantes, como a utrofina. Estudos conduzidos por CALL et al., (2008) e LANDISCH 

et al., (2008) mostraram aumento da utrofina no músculo esquelético de camundongos 

mdx após treinamento aeróbio. De LUCA e colaboradores (2005) observaram aumento 

da proteína utrofina no músculo esquelético de camundongos mdx após treinamento 

aeróbio, em esteira motorizada. 

   A DMD é uma doença que não tem cura, até o presente momento. Inúmeros 

estudos científicos, experimentais ou com humanos, buscam tratamentos paliativos que 

sejam capazes de recuperar as características morfofuncionais do tecido muscular 

esquelético retardando assim, a progressão da doença, e proporcionando longevidade aos 

portadores com melhor qualidade de vida. Entender as adaptações do músculo distrófico 

frente ao estímulo do exercício de baixa intensidade pode nos trazer mais conhecimentos 

na deliberação e elucidação de recursos terapêuticos mais fidedignos e promissores na 

reabilitação de pacientes acometidos pela DMD. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar se o exercício aeróbio de baixa intensidade, aplicado a longo prazo, é uma 

ferramenta terapêutica eficaz na reversão das alterações negativas impostas pela ausência 

da distrofina no músculo tibial anterior de camundongos mdx: modelo experimental da 

Distrofia Muscular de Duchenne. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Os objetivos específicos contarão com: 

• Análise funcional da força de preensão palmar de camundongos mdx e wild type 

sedentários e, mdx após treinamento em esteira em diferentes períodos (21 e 37 

sessões), através da técnica grip strength;  

• Análise quantitativa dos níveis séricos da enzima Creatina Quinase (CK) dos 

grupos estudados; 

• Análise qualitativa dos aspectos gerais do músculo tibial anterior dos grupos 

estudados, através da técnica de coloração Hematoxilina-Eosina (HE);  

• Análise qualitativa das proteínas distrofina e utrofina, análise quantitativa da 

proteína utrofina do músculo tibial anterior de camundongos mdx e wild type 

sedentários e, mdx após treinamento em esteira em diferentes períodos (21 e 37 

sessões), através da técnica de imunofluorescência;  

• Análise semi-quantitativa da proteína utrofina do músculo tibial anterior de 

camundongos mdx e wild type sedentários e, mdx após treinamento em esteira em 

diferentes períodos (21 e 37 sessões), através da técnica de Western Blot. 
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3. Revisão Bibliográfica 

3.1 Estrutura do Músculo Esquelético 

 A musculatura esquelética é composta por vários tipos de tecidos, entre eles o 

tecido nervoso, o tecido contráctil, o tecido vascular e o tecido conjuntivo. O tecido 

conjuntivo desempenha importantes funções no músculo esquelético, tais como: 

estrutura, proteção, regeneração, entre outras. A Figura 1 ilustra de maneira clara camadas 

deste tecido envolvendo diferentes estruturas do tecido contrátil.   A camada mais externa 

que envolve o músculo como um todo é denominada epimísio. À medida que o tecido 

conjuntivo invade camadas mais profundas há a formação do perimísio, que dá forma aos 

fascículos por envolver grupos de células musculares. A terceira e última camada é o 

endomísio responsável por revestir cada fibra, também conhecida como sarcolema 

(NAVARRO, 2000). 

 

Figura 1 - Fáscias Musculares 
Fonte: Adaptado do site https://www.iespe.com.br/blog/o-musculo-e-suas-estruturas/ 

O músculo esquelético é constituído por um conjunto de células musculares 

conhecidas também por fibras musculares ou miofibras, de forma alongada e cilíndrica 

que com várias centenas de núcleos periféricos (SILVERTHORN, 2010). Essas fibras são 

compostas por feixes de filamentos conhecidos como miofibrilas, as quais são compostas 

por proteínas contráteis e não contráteis. As contráteis compreendem as proteínas miosina 

e actina, também conhecidas como filamentos espesso e fino, respectivamente. Esses 

filamentos estão organizados em paralelo o que dá a característica estriada do músculo e 

formam os sarcômeros (HALL, 2011; SILVERTHORN, 2017).  

https://www.iespe.com.br/blog/o-musculo-e-suas-estruturas/
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 O sarcômero é a menor unidade contrátil do músculo esquelético e são formados 

tanto por proteínas contráteis como não contráteis, as quais determinam a morfologia 

desta unidade devido suas disposições. O sarcômero é delimitado entre duas linhas Z em 

ziguezague, que atuam como sítios de fixação para os filamentos delgados de actina 

(Figura 2). No centro do sarcômero encontra-se a linha M, composta por apenas 

filamentos grossos de miosina. Além dessas linhas existem bandas claras e escuras, 

formadas pela disposição em paralelo dos filamentos de actina e miosina. Seguindo em 

direção da linha Z para o centro do sarcômero (linha M) encontra-se a banda I, onde são 

encontrados apenas os filamentos de actina. Seguindo em direção a banda M (centro) 

existe uma banda escura, chamada banda A e, é nesta que há a sobreposição dos 

filamentos finos e grossos. Por fim, em ambos os lados da linha M existe uma banda mais 

clara, a banda H, formada apenas or filamentos de miosina (Figura 2) (HALL, 2011). 

 Durante a contração e relaxamento muscular essas bandas e linhas alteram suas 

disposições e espessuras. Ainda na Figura 2 é possívem observar o sarcômero na posição 

encurtada (contração) e relaxado. É possível observar que durante a contração as linhas 

Z (extremidades) se aproximam da linha M (centro) reduzindo a espessura da banda I e 

H concomitante ao aumento da a banda A, devido ao aumento da interação das pontes 

cruzadas (HALL, 2011; SILVERTHORN, 2010). 

 

 

 

 

 

Fonte:https://ib.bioninja.com.au/higher-level/topic11-animal-physiology/112-movement/state-of-contraction.html   

 Apesar das bandas e linhas serem caracterizadas basicamente pelas proteínas 

contráteis na literatura básica, existem outras proteínas importantes dentro do sarcômero 

porém, não contráteis. Independente de não serem proteínas contráteis, elas 

desempenham funções importantes tanto para manter a integridade do sarcômero durante 

a contração e alongamento quanto são essenciais durante os mecanismo de contração em 

Figura 2 - Sarcômero relaxado e contraído 
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si. As proteínas troponina e  tropomiosina representam uma pequena parte do músculo, 

mas possuem um importante papel na regulação do processo contrátil (NAVARRO, 

2000).  

As moléculas de tropomiosina estão espiraladas nos sulcos da dupla hélice da 

actina e durante o período de repouso, essas moléculas recobrem os locais ativos de 

filamento de actina, de forma a impedir que ocorra atração entre os filamentos de actina 

e miosina para produzir contração. Já a troponina, se encontra ligada intermitentemente 

ao lado das moléculas de tropomiosina e é formada por um complexo de três subunidades 

proteicas frouxamente ligadas, cada uma com participação específica na regulação da 

contração muscular. A Troponina I tem forte afinidade com a actina, a Troponina T com 

a tropomiosina e a Troponina C com os íons de cálcio. Acredita-se que esse complexo 

seja responsável pela ligação da tropomiosina com a actina. A forte afinidade da troponina 

pelos íons cálcio seja o evento que desencadeia o processo da contração (HALL, 2011).  

 O alinhamento adequado dos filamentos dentro de um sarcômero é garantido por 

duas proteínas bem grandes: a titina e a nebulina (Figura 3). A titina é uma molécula 

elástica grande, composta por mais de 25.000 aminoácidos, o que faz dela a maior 

molécula de proteína do corpo. Por ser muito flexível, ela atua como arcabouço que 

mantém os filamentos de miosina e actina em seus lugares, de modo que a maquinaria 

contrátil possa entrar em ação. A titina é auxiliada pela nebulina uma proteína também 

muito grande mas não elástica, que se dispõe lado a lado com filamentos finos e se prende 

ao disco Z. Ela auxilia no alinhamento dos filamentos de actina do sarcômero 

(SILVERTHORN, 2010). 

 

Figura 3 - Titina e Nebulina 
Fonte: Silverthorn, 2010 
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Os músculos esqueléticos também contêm um extenso retículo sarcoplasmático 

que é formado por túbulos longitudinais que liberam íons Ca2+, e pelas cisternas terminais 

que são regiões alargadas nas extremidades dos túbulos, que concentram e sequestram o 

Ca 2+ o qual, é importante na contração muscular (figura 4).  As cisternas terminais são 

adjacentes e intimamente associadas com uma rede ramificada de túbulos transversos, 

também conhecidos como túbulos T, onde as suas membranas são uma continuação da 

membrana da fibra muscular, o que torna o lúmen dos túbulos T contínuo com o líquido 

extracelular, conduzindo rapidamente os potenciais de ação da superfície celular para o 

interior da fibra (SILVERTHORN, 2017).   

 

Figura 4 - Fibra Muscular 
Fonte: https://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio22.php 

 

3.1.1 Proteínas Distrofina e Utrofina   

 No músculo esquelético existem outras proteínas que apresentam importante 

função de fornecer estrutura e estabilidade ao sarcômero durante a contração muscular. 

Geralmente essas proteínas estão interligadas com o aparato contrátil e a matriz 

extracelular, dando sustentação a membrana da fibra para que esta não se rompa durante 

as tensões mecânicas geradas. Duas importantes proteínas que desempenham essas 

funções tanto na fase embrionária como adulta são as utrofina e distrofina. 

https://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio22.php
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 A utrofina é uma proteína com 395 kDa homóloga à distrofina (Figura 5) tanto 

estruturalmente como funcionalmente e seu gene se encontra no cromossomo 6q24 no 

humano (PEARCE, et al.; 1993). Ela está localizada no sarcolema da fibra durante o 

desenvolvimento fetal, mas é substituída pela distrofina quando essa começa a ser 

produzida por volta da 12ª semana de gestação. A utrofina então, permanece concentrada 

nas junções neuromusculares e miotendinosas do músculo esquelético até a fase adulta 

(BASU, et al.; 2011; AL-REWASHDY, et al.; 2014). 

 

 

 

 

 

 

No músculo esquelético sadio a utrofina também pode ser encontrada nos nervos 

periféricos, nos vasos e na junção neuromuscular, mas não no sarcolema. No cérebro está 

presente na pia-máter, no plexo coroide e nos vasos sanguíneos. E nos rins ela é expressa 

nos podócitos do glomérulo e em alguns túbulos e vasos sanguíneos. Existem duas 

isoformas de utrofina: a utrofina A e a utrofina B. A utrofina-A é expressa na junção 

neuromuscular, plexo coroide, pia-mater e glomérulo renal, já a utrofina-B é expressa nas 

células endoteliais vasculares (WEIR, et al., 2002).  

 A distrofina também é considerada uma proteína grande com 427 kDa 

correspondendo a 5% do citoesqueleto, que funciona como uma grande mola molecular 

que conecta o citoesqueleto do músculo esquelético ao complexo glicoproteico associado 

a distrofina (DAGC) Figura 6 (BANKS, et al.; 2014). Após a maturação do embrião, por 

volta da 12ª semana intraútero (KENNEDY, et al.; 2018), a distrofina substitui a utrofina 

no sarcolema, interligando filamentos de actina-F em uma rede cortical de suporte e, fixa 

essa rede a um complexo de glicoproteína na membrana da célula muscular que, se 

conectam à matriz extracelular,  dando suporte e estabilidade a fibra muscular durante a 

contração (GUIRAUD, 2019).  

DISTROFINA 

Cromossomo Xp21 

UTROFINA 

Cromossomo  6q24 

Figura 5 - Distrofina e Utrofina 
Fonte: Adaptado de El-Asaly, 2016 
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Assim como a utrofina, a distrofina não está presente apenas no músculo estriado, 

mas também como isoformas distintas em áreas que incluem o sistema nervoso central 

(SNC). A distrofina encefálica é expressa principalmente no neocórtex cerebral, nas 

regiões hipocampais e no cerebelo, principalmente nas células de Purkinje.   

 A ausência ou redução da distrofina determina alterações significativas tanto no 

sistema nervoso central (SNC) como no músculo esquelético. Neste último tecido, a 

ausência da proteína altera a expressão do DAGC (complexo glicoproteico associado a 

distrofina), onde a membrana celular perde a sustentação do citoesqueleto cortical e com 

isso, torna-se mais susceptível ao rompimento pela tensão gerada pelas repetidas 

contrações musculares. Essa alteração estrutural determina lesões devido aos ciclos de 

degeneração e regeneração celular culminando na substituição do tecido contrátil por 

tecidos fibroso e gorduroso. Essas características são comumente encontradas em 

indivíduos portadores de Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) (LODISH, et al.; 

2002). 

3.2 Distrofia Muscular de Duchenne  

 A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma desordem muscular grave, 

degenerativa e fatal que afeta 1:5000 meninos nascidos vivos (KENNEDY, et al.; 2018). 

A DMD é causada por mutações no gene da distrofina, localizada no cromossomo sexual 

Figura 6 - Distrofina 

https://musculardystrophynews.com 
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X (região Xp21) que por ser muito grande e complexa, se torna propenso a rearranjar e 

recombinar eventos que causam mutações. No caso da DMD ocorre uma parada 

prematura da sua transcrição gênica e codificação anormal da proteína distrofina, onde é 

rapidamente degradada por proteases endógenas. Essa mutação acaba levando à perda ou 

disfunção dessa proteína estrutural localizada no sarcolema. As mulheres portadoras 

dessa mutação geralmente são assintomáticas, por ser XX, o X que não possui a mutação 

se sobressai sobre o X mutado e, consegue produzir distrofina suficiente para proteger, 

parcialmente, o tecido contrátil, sendo assim algumas mulheres podem ou não apresentam 

sintomas leves da doença muscular (ANNEXSTAD, et al.; 2014). 

Na ausência da distrofina, o sarcolema é altamente suscetível à lesão induzida pela 

contração, causando degeneração muscular e substituição de material contrátil por tecido 

adiposo e fibrótico, como já mencionado anteriormente. De acordo com a literatura, as 

fibras do tipo II (glicolíticas) são as mais acometidas pela doença, por serem mais frágeis 

e susceptível a lesão quando comparadas as fibras do tipo I (oxidativas).  A incapacidade 

de reparar rapidamente uma ruptura da membrana (menor quantidade de células satélites) 

provoca uma elevação na concentração de cálcio intracelular, que desencadeia vias de 

degradação ativadas por cálcio como proteólise e ativação do proteassoma e mais danos 

ultraestruturais, levando a uma degeneração da fibra seguida por inflamação crônica. 

(MARKERT, et al.; 2011; PIETTE, et al.; 2018). 

Com a evolução da doença, os meninos começam a fazer uso de cadeira de rodas 

para locomoção, já que, perdem progressivamente a função dos músculos dos membros 

inferiores. Seguindo, o fenótipo da doença tende a piorar, determinando o severo 

desconforto cardiorrespratório nesses indivíduoas que, geralmente vem à óbito por volta 

dos 15-20 anos de idade (ANNEXSTAD, et al.; 2014). Atualmente, devido a avanços nos 

tratamentos respiratórios, a expectativa de vida de um portador da DMD passou para 25 

a 30 anos (MAVROGENI, et al., 2017). A insuficiência dos músculos respiratórios foi 

responsável pela grande maioria das mortes precoces em pacientes com DMD. Na maioria 

dos casos, o diagnóstico pode ser feito com base na combinação dos típicos sinais clínicos 

(Tabela 1) com os altos níveis de creatina quinase (CK), força de preensão palmar (grip 

strenght) e análise genética (CACCHIARELLI, et al.; 2011; STREHLE, et al.; 2014; 

MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017).  
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 Níveis sanguíneos de creatina quinase (CK) são frequentemente utilizados como 

marcadores para diagnóstico de DMD. A CK é uma enzima que cataliza a reação de forma 

reversível da creatina e ATP, formando fosfocreatina e ADP dando energia para os 

músculos. Essa enzima é encontrada na corrente sanguínea, e é um marcador bioquímico 

natural do corpo humano que é liberada pelos músculos tanto esqueléticos como cardíaco, 

após algum tipo de lesão. O acometimento pode ser uma microlesão determinada pelo 

exercício físico ou até mesmo uma lesão mais grave, advinda de doenças musculares 

degenerativas ou lesões isquêmicas do coração. Por isso é encontrada em quantidades 

elevadas em indivíduos portadores da DMD (CAROMANO, et al., 1998; FREITAS, et 

al., 2014; ORCY, et al., 2018). 

 As concentrações séricas são elevadas nesses pacientes e geralmente excedem 

1.000 UI/L e podendo chegar a 30.000 UI/L, onde um valor dentro da normalidade seria 

de 200 UI/L. Esse aumento da CK se deve ao fato dela difundir-se facilmente através das 

membranas das células musculares danificadas para o sangue. (CACCHIARELLI, et al.; 

2011; MCDONALD, et al.; 2012; STREHLE, et al.; 2014). No entanto, os níveis de CK 

não servem como indicador da progressão da doença e não são medidos rotineiramente 

após o diagnóstico ter sido estabelecido (STREHLE, et al.; 2014; MOREIRA-

MARCONI, et al.; 2017).  

Curso clínico típico da DMD não tratada.  

Existem grandes diferenças individuais na rapidez com que a doença progride 

Idade Sinais clínicos de perda da massa muscular 

Até 2 anos Frequentemente marcado por atrasos motores, incluindo o andar (perto dos 

dois anos de idade). 

3 a 4 anos Dificuldades em pular, correr, mover-se sobre superfícies irregulares, subir e 

descer escadas; 

Resistência física reduzida quando comparado com outras crianças; 

Usa os braços para “escalar as próprias pernas” para passar da posição 

deitada para uma posição em pé; (Sinal de Gowers) 

Pseudo-hipertrofia da musculatura da panturrilha. 

5 a 8 anos Platô no desenvolvimento motor; 

Movimentos padrões: aumento no balanço dos braços, aumento da lordose 

lombar, marcha ampla bamboleante, anda nas pontas dos pés. 
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Antes dos 13 

anos 

Perda de deambulação independente 

Depois da 

perda 

de 

deambulação 

Enfraquecimento gradual da musculatura do tronco, braços e mãos; 

Desenvolvimento de escoliose neuromuscular; 

Musculatura respiratória cada vez mais fraca; 

Desenvolvimento de cardiomiopatia e/ou arritmia; 

Deterioração da fala e deglutição. 

Tabela 1 – Sinais clínicos da DMD  

Fonte: Adaptado de ANNEXSTAD, 2014 

 Como supracitado, a distrofina não está presente apenas no músculo estriado 

esquelético, mas também como isoformas distintas em áreas que incluem o sistema 

nervoso central (SNC). A ausência dessa proteína no SNC resulta em pertubação 

significativa da função neuronal. Diferentemente da perda de força física e função 

muscular, o retardo mental não é progressivo e não parece estar relacionado à gravidade 

da doença. Cerca de um terço dos pacientes com distrofia muscular de Duchenne 

apresentam dificuldades cognitivas. De um modo geral, o QI médio é um desvio padrão 

mais baixo do que em meninos saudáveis. Esse comprometimento cognitivo não é 

progressivo. Além do comprometimento cognitivo, observa-se nesses indivíduos maior 

frequência de doenças psiquiátricas, como Transtorno de Déficit de Atenção e 

Hiperatividade (KREIS, et al., 2010; ANNEXSTAD, et al.; 2014). 

 Atualmente, não há cura nem tratamento efetivo, exceto cuidados paliativos. No 

entanto, sabe-se que o tratamento com glicocorticóides melhora a função motora a curto 

prazo e também parecem reduzir o risco de desenvolver escoliose que necessite de 

tratamento, prolongar a deambulação, retardar o desenvolvimento de complicações 

respiratórias e possivelmente cardíacas (ANNEXSTAD, et al.; 2014; MOREIRA-

MARCONI, et al.; 2017). O tratamento com prednisolona ou deflazacorte é recomendado 

antes que o desenvolvimento motor do paciente comece a se deteriorar, porém a terapia 

com glicocorticóides a longo prazo está associada a efeitos colaterais, incluindo ganho de 

peso, distúrbios endócrinos, osteoporose e dificuldades comportamentais, sendo assim, 

pode não ser a melhor intervenção terapêutica nesses pacientes (ANNEXSTAD, et al.; 

2014; MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017).  
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Novos tratamentos para DMD têm se concentrado com objetivo de retardar o  

mecanismo distrófico da doença muscular, modulando a expressão da proteína utrofina e 

até mesmo, estimular a expressão da proteína distrofina. Entre as estratégias para reduzir 

os mecanismos distróficos estão: 1) inibição da inflamação; 2) promoção do crescimento 

e regeneração muscular; 3) redução da fibrose; e 4) facilitação da função mitocondrial 

(KENNEDY, et al.; 2017; SHIEH, et al.; 2018).  

O exercício físico é uma abordagem de tratamento não farmacológica que vem 

sendo cada vez mais empregada para a extremidade inferior para crianças com DMD 

devido à importância dos efeitos benéficos sobre à deambulação (ALEMDAROĞLU, et 

al.; 2014; MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017; SPAULDING, et al.; 2018). Dentro da 

literatura científica é possível encontrar estudos que investigam efeitos de exercício físico 

no músculo de seres humanos com DMD, principalmente exercícios respiratórios. No 

entanto, para as distrofias musculares, há uma considerável hesitação em prescrever o 

exercício como uma intervenção terapêutica. A razão para a hesitação, particularmente 

para crianças com distrofia muscular de Duchenne (DMD), é a preocupação de que o 

exercício ou muita atividade física possa causar danos musculares e exacerbar a doença 

(BALTGALVIS, et al; 2012; NG, et al.; 2018; SPAULDING, et al.; 2018). Sendo assim, 

modelos experimentais vem sendo cada vez mais utilizados como foco de pesquisas 

científicas, como os camundongos mdx, buscando entender os efeitos celulares e 

moleculares determinados pelo exercício físico. 

3.2.1 Modelo experimental para DMD: camundongo mdx 

 A maioria dos estudos no campo da ciência (quase 59%) utilizam modelos 

experimentais para investigar as implicações no corpo e na saúde humana.  Apesar de 

serem espécies diferentes, humanos e camundongos mostram padrões semelhantes na 

patogênese da doença, bem como órgão e sistema fisiológico (DUTTA, et al.; 2016). 

Numerosos modelos animais para DMD têm sido desenvolvidos nos últimos 30 anos, 

variando de invertebrados a grandes modelos de mamíferos, mas os camundongos mdx 

são os mais comumente empregados como modelos experimentais na DMD 

(MCGREEVY, et al.; 2015). 

O camundongo mdx foi descoberto no início dos anos 80, em uma colônia de 

camundongos C57BL/10 que apresentou aumento da enzima creatina kinase (CK) além 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Alemdaro%C4%9Flu%2C+Ipek


Exercício aeróbio e o conteúdo da proteína utrofina em músculo distrófico -   

 

23 

de, evidências histológicas de miopatia. Esses animais apresentam uma mutação pontual 

no exon 23 do gene da distrofina, resultando na falta da proteína distrofina funcional, 

assim como nos humanos (PIETTE, et al.; 2018). Devido à ausência da proteína  

distrofina, os camundongos mdx apresentam os sintomas clínicos similares aos seres 

humanos, como aumento dos níveis séricos de CK, ciclos de degeneração e regeneração 

muscular, necrose, aumento de tecido conjuntivo, entre outros. Outra similaridade é o 

maior acometimento de músculos glicolíticos quando comparados aos oxidativos (AL-

REWASHDY, et al.; 2014).  

 A evolução da doença no músculo esquelético de camundongos mdx apresenta 

diferentes fases, onde nas 2 primeiras semanas de vida, os músculos são relativamente 

iguais aos camundongos normais. Entre a 3ª e a 6ª semana de vida, os músculos 

esqueléticos dos mdx sofrem um pico de necrose e logo depois se estabilizam devido a 

uma robusta regeneração celular. A única exceção é o diafragma que mostra uma 

deterioração progressiva como também é visto em humanos com DMD. Fenótipos 

distróficos mais graves, como perda muscular agressiva, escoliose e insuficiência 

cardíaca só ocorrem em camundongos mdx após 15 semanas ou mais. Já a expectativa de 

vida nos mdx é reduzida em apenas 25%, diferente dos indivíduos com DMD, onde o 

tempo de vida se reduz em 75% (MCGREEVY, et al.; 2015). 

Outro parâmetro importante avaliado nos animais mdx, assim como nos humanos 

é a força de preensão (FP). A avaliação da FP comumente utilizada na prática clínica, 

desempenha o um papel importante no controle de processos de reabilitação, na avaliação 

e tratamento de desordens músculo-esqueléticas da mão e na avaliação de pessoas com 

patologias neurológicas. Além disso, a FP é entendida como indicador geral de força e 

potência musculares. A força muscular é proporcional ao número de sarcômeros presentes 

no músculo, recrutados durante uma contração, e a forma como estes se dispõem. Existem 

diversos fatores que a influenciam, como por exemplo, o sexo e a idade, as características 

antropométricas e fatores relacionados com a fisiologia do tecido muscular, tais como as 

alterações do pH, da temperatura, do fluxo sanguíneo e a acumulação de produtos do 

metabolismo celular, entre outros. A FP reflete não só a força do membro superior e a 

amplitude articular escolhida para a articulação envolvida, mas também a força de outros 

músculos e depende da estrutura de outros segmentos corporais, além da mão e do braço 

(DIAS, et al., 2010; MENDES, et al., 2013).   
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A medida da força de preensão palmar pode ser uma opção prática para estimar 

rapidamente a capacidade funcional global de crianças com DMD, pois ela pode ser 

prejudicada desde tenra idade, mesmo antes da perda de deambulação (PIZZATO, et al., 

2014).  É de comum conhecimento que crianças com DMD produzem menor força 

muscular distal quando comparadas a crianças saudáveis, mesmo no estágio inicial da 

doença, e a fraqueza se torna mais marcante com a idade. A deterioração das habilidades 

manuais, bem como o desempenho da extremidade superior são afetadas, não apenas pela 

fraqueza muscular proximal, mas também pela distal. (BULLUT, et al., 2019). 

A fraqueza da DMD geralmente afeta os músculos proximais primeiro, com perda 

de força e função muscular distal posteriormente. Assim, os músculos das mãos são 

afetados mais tarde no curso da doença, mas também se tornam progressivamente 

enfraquecidos e eventualmente paralisados na segunda e terceira décadas de vida 

(HOGREL, et al., 2020). A função de mão e braço está de fato associada a muitos 

domínios das atividades diária (desempenho físico, segurar um celular, escrever, girar 

maçaneta da porta, mas também o funcionamento psicológico e social) (LUE, et al., 

2017). 

  As principais limitações na aplicação das conclusões de estudos em animais para 

seres humanos são as diferenças no fenótipo entre humanos e modelos animais 

geneticamente homólogos, as diferenças biomecânicas significativas entre humanos e 

modelos animais, e as idades também (MARKERT, et al.; 2011). Contudo, independente 

dessas diferenças, estudos em animais podem orientar tratamentos fidedignos e 

promissores, mas não prever completamente o resultado dos estudos clínicos com 

humanos (MCGREEVY, et al.; 2015). 

 3.2.2 Exercício aeróbico de baixa intensidade no músculo distrófico 

 Os exercícios aeróbios são aqueles exercícios contínuos, geralmente de longa 

duração e de intensidade baixa a moderada que, utilizam grandes grupos musculares ao 

mesmo tempo. Durante a execução do exercício ocorre aumento do consumo de oxigênio 

pelo organismo para produção de energia (ATP) que é utilizada pelo próprio músculo em 

atividade além de, estimular e beneficiar outros sistemas, como: cardiorrespiratório, 

vascular e metabólico. Caminhar, dançar, andar, pular, correr, pedalar, nadar são 

exemplos de exercícios aeróbios (DOMINICANO, et al., 2010). 
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  O exercício físico aeróbio é uma intervenção não farmacológica de baixo custo e 

de fácil aplicabilidade. Além dos benefícios cardiorrespiratórios, como regulação da 

pressão arterial, este exercício também auxilia na redução do peso corporal, níveis séricos 

de colesterol, reabilitação muscular, cognição, qualidade de vida, entre outros 

(HASHIDA, et al.; 2017). Como já mencionado, o exercício físico vem sendo aplicado 

em músculos distróficos como uma ferramenta terapêutica importante para amenizar ou 

até mesmo retardar a evolução, e o impacto negativo da doença. Como exemplo, os 

exercícios para a extremidade inferior estão se tornando mais comuns em programas de 

fisioterapia para crianças com DMD devido à importância dessa área em atividades 

relacionadas à deambulação (ALEMDAROĞLU, et al., 2014). No entanto, para as 

distrofias musculares, há uma considerável hesitação em prescrever o exercício como 

uma intervenção terapêutica. A razão para a hesitação, particularmente para crianças com 

distrofia muscular de Duchenne (DMD), é a preocupação de que o exercício ou muita 

atividade física possa causar danos musculares e exacerbar a doença (BALTGALVIS,et 

al., 2012). 

Não há um consenso sobre efeitos do exercício serem benéficos ou prejudiciais 

aos pacientes com DMD. As principais divergências envolvem os parâmetros do 

exercício, tais como: tipo, intensidade, frequência e duração. Sendo assim, há necessidade 

de mais estudos na área, seja com animais ou seres humanos, que possam relatar os efeitos 

potencialmente benéficos do exercício para que, parâmetros seguros possam ser 

deliberados e empregados (MARKERT, et al., 2011).  

Na literatura existem evidências que mostram que o exercício aeróbio pode ter 

efeitos benéficos no músculo distrófico tanto em humanos como em animais. 

ALEMDAROĞLU, et al.; 2014; ZELIKOVICH, et al.; 2019 mostraram melhora 

funcional de pacientes com DMD (escores de deambulação, resistência e funções do 

braço, força muscular proximal), após exercícios aeróbios. Do mesmo modo, alguns 

estudos realizados em camundongos mdx mostraram que o treinamento físico aeróbico 

pode resultar em melhor função muscular esquelética sem agravar a doença (GORDON, 

2014; BALTGALVIS, et al.; 2012; ZELIKOVICH, et al.; 2019). No estudo de 

Baltigalvis e colaboradores em 2012, diferentes tipos de exercício aeróbio foram aplicado 

em camundongos mdx durante 15 semanas. Os resultados foram promissores onde a 

corrida voluntária sobre rodas melhorou a força do músculo sóleo e aumentou a 

resistência à fadiga do músculo extensor longo dos dedos (EDL). Do mesmo modo, o 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Alemdaro%C4%9Flu%2C+Ipek
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Alemdaro%C4%9Flu%2C+Ipek
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exercício aeróbio do tipo natação, também determinou ganho de força do músculo sóleo 

e aumento da resistência à fadiga do EDL. 

Um estudo realizado por BALTGALVIS, et al., (2012) mostrou que doze semanas 

de exercícios de baixa intensidade podem melhorar a força, a resistência à fadiga e a 

capacidade oxidativa mitocondrial dos músculos flexores plantares do tornozelo de 

camundongos mdx.  Além disso, não houve indicação de que o músculo tenha sido 

prejudicado pelo exercício. Esses achados em camundongos mdx indicam que o exercício 

deve ser mais estudado como uma terapia potencial para ajudar a retardar a progressão 

do declínio funcional na DMD. 

A recomendação é que todos os meninos com DMD participem precocemente de 

exercícios sub-máximos regulares para evitar a atrofia muscular por desuso e outras 

complicações da inatividade (MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017). No entanto, é 

necessário ressaltar que o excesso de atividade, pode resultar em dor e mioglobinúria, 

aumento da proteína mioglobina na urina, encontrada normalmente em abundância nos 

músculos. O aumento da sua excreção pela urina está associado a um esforço físico 

intenso, quando um músculo é altamente danificado (BAPTISTA, et al., 2011). 

Terapeutas e profissionais do exercício são desafiados a encontrar um delicado equilíbrio 

entre atividade e excesso de atividade ao projetar programas de treinamento para essa 

população (MOREIRA-MARCONI, et al.; 2017).   

 As adaptações do músculo doente ao exercício ocorrem em muitos níveis, 

começando do mais superficial, que é a matriz extracelular, até aos mais profundos do 

citoesqueleto, que envolve mecanismos síntese proteica, reparo e regulação gênica 

(MARKERT, et al.; 2011). O aumento da síntese da proteína utrofina após aplicação de 

exercício de baixa intensidade, vem sendo foco de investigações científicas como um 

potencial caminho para retardar a evolução da doença (BANKS, et al.; 2014; GORDON, 

et al.; 2014, FERNADES, et al.; 2019) pois, é capaz de dar estabilidade ao sarcolema 

durante a contração, evitando novos focos de lesões.  

 Tanto nos humanos como no modelo experimental da DMD (o camundongo mdx), 

a superexpressão da utrofina determina melhora na função muscular sem exacerbar o 

fenótipo da doença (GORDON, et al.; 2014; GUIRADU, et al.; 2019). Assim, terapias 

que possam determinar aumento da utrofina vem sendo cada vez mais investigadas, com 
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objetivo de proporcionar maior longevidade e qualidade de vidas aos portadores da DMD 

(GORDON, et al.; 2014). Embora o mecanismo exato para o aumento da utrofina não 

tenha sido totalmente esclarecido, uma possível via envolvida que vem sendo investigada 

é a regulação traducional da mesma. Estudos mostram que a tradução da proteína utrofina 

é regulada por vias de sinalização ativadas pelo exercício aeróbico, tais como calcineurina 

e da PGC-1α (GORDON, et al.; 2014; AL-REWASHDY, et al., 2014).  

Como já relatado acima, não existe um consenso sobre o melhor tipo de exercício, 

e quais melhores parâmetros a serem aplicados em um músculo distrófico. Sendo assim, 

esperamos com nosso estudo entendermos melhor os efeitos do exercício aeróbico de 

baixa intensidade aplicado em diferentes períodos de treinamento. 

4. Métodos  

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA nº 4740230518) da Universidade Federal de São Carlos – USFCar (ANEXO I), 

instituição onde este estudo foi realizado. 

4.1 Animais 

O estudo contou com a utilização de 36 animais, onde 12 foram controles 

sedentários (21 e 37) Wild Type: C57BL-10 e 24 foram do grupo mdx (Background: 

C57BL-10 - Dmdmdx), divididos em 12 animais sedentários (21 e 37) e 12 animais 

treinados (21 e 37 sessões). Os animais chegaram ao laboratório de Biofísica e Fisiologia 

Muscular por volta de 4 a 5 semanas de idade e foram aclimatizados ao ambiente e a 

esteira de treinamento. Quando completaram 6 semanas de idade, foram iniciadas as 

sessões de treinamento. A Faixa etária foi escolhida devido o músculo esquelético 

apresentar alterações morfofuncionais importantes (LOWE, et al., 2006; MCGREEVY, 

et al., 2015; DUTTA, et al., 2016), equiparando-se a idade de pacientes jovens com DMD 

por volta de 2 a 3 anos (MATHUR, et al., 2010) (Figura 7).  

file:///C:/Users/Thaty/Documents/Projeto%20MDX/Utrophin/Projeto%20Tatiana_CEUA.docx%23_ENREF_16
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Os animais foram divididos em seis grupos: Grupos sedentários wild-type (21DSEDWT 

e 37DSEDWT); Grupos sedentários mdx (21DSEDMDX e 37DSEDMDX); Grupo mdx treinado 

21 sessões (21DTRMDX); Grupo mdx treinado 37 sessões (37DTRMDX) (Figura 8). Foram 

delineados dois grupos sedentários dentro dos camundongos wild-type e dos mdx para assegurar 

que, mesmo com pouca diferença de idade, não haveria influência significativa da progressão da 

doença neste período.  

 

Figura 8 - Grupos Experimentais 

Figura 7 – Avaliação temporal dos sintomas entre Humanos e Camundongos 
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Os animais foram adquiridos no Biotério do Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP) 

(figura 9) por volta de 4 a 5 semanas e alocados em gaiolas (n=3) no Biotério do 

Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) 

em ciclo invertido 12/12h, com livre acesso a água e a comida “ad libitum”. As gaiolas 

foram higienizadas de acordo com os procedimentos do Biotério.  

 

Figura 9 - Camundongos C57Bl-10 

 

4.2 Treinamento  

A Figura 10 ilustra a linha do tempo para os treinamentos dos animais. Ao atingir 

6 semanas de idades, os animais dos grupos treinados foram submetidos ao treinamento 

aeróbio de baixa intensidade em esteira motorizada sem inclinação (figura 11), ou seja, à 

0º (HAYWARD, et al., 1999; TAKEKURA, et al., 2001; CORNACHIONE, et al., 2008) 

em uma velocidade entre 9-10m/min durante 30 minutos (TJONDROKOESOEMO, et 

al., 2016; FERNADES, et al., 2019). Alguns dias antes de iniciar o treinamento, os 

animais foram familiarizados por 10 minutos com a esteira parada apenas para 

reconhecerem o ambiente. No dia do treinamento, os animais foram submetidos à um 

período de aquecimento durante 2 minutos a uma velocidade de 7m/min. Os treinamentos 

foram realizados 3x/semana até completarem 21 ou 37 sessões de treinamento (GAIAD, 

et al., 2017).  

file:///C:/Users/Thaty/Documents/Projeto%20MDX/Utrophin/Projeto%20Tatiana_CEUA.docx%23_ENREF_13
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Figura 10 - Linha do tempo de treinamento 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Esteira INSIGHT 
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Após os treinamentos, os animais foram pesados e eutanasiados por decapitação 

sob anestesia.  

4.3 Teste de Preensão Palmar 

Para análise funcional de força muscular in vivo foi realizado o teste de preensão 

palmar dos animais dos grupos estudados. O teste foi realizado no equipamento grip 

strength (Insight®) (Figura 12) em três tempos, pré-treino (antes do animal começar o 

treino); inter-treino (11º dia de treino para os animais treinados 21 sessões e 19º dia para 

os animais treinados 37 sessões) e pós-treino (antes do último dia de treino) (Figura 13). 

A execução do teste contou com três séries de cinco puxadas, e entre cada série um 

descanso de 1 minuto (KEELING et al., 2007). No final de cada série foi realizada a 

média das forças de preensão das cinco puxadas, de modo que tivéssemos três médias por 

animal ao final de cada teste, em gramas. Vale ressaltar que o teste foi realizado sempre 

pelo mesmo avaliador para evitar aplicação de forças diferentes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Teste de Preensão Palmar e Aparelho de Grip Strength 
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Figura 13 - Linha do tempo - Teste de Preensão Palmar 

 

4.4 Quantificação da enzima creatina quinase (CK) 

Após a coleta de dados referente a força de preensão palmar os animais dos grupos 

sedentários e treinados 21 e 37 sessões, foram eutanasiados por decapitação sob anestesia 

(Xilasina 100mg/Kg PV + Ketamina 100mg/Kg PV) logo após a última sessão de 

treinamento (21 ou 37). Imediatamente após a decapitação, foi coletado 30 ul de sangue 

total do animal em um microtubo e adicionado 60ul de Heparina. Em seguida foram 

coletados 30ul dessa nova solução (30ul de sangue + 60ul Heparina) e colocados a uma 

fita para a dosagem de CK. A fita foi inserida em um aparelho para quantificar a CK 

sérica (Reflotron®). Após a leitura, o valor foi multiplicado por 3, devido a diluição prévia 

com heparina, para obtenção do valor sérico total da CK. A Figura 14 ilustra alguns passos 

da técnica realizada. 
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Figura 14 - Dosagem de CK 

 

4.5 Análise Histológica – Técnica de Coloração HE  

Após a coleta do sangue para análise da CK, os músculos tibiais anterior das duas 

patas foram excisado (Figura 15). Esse músculo foi escolhido devido apresentar 60% de 

fibras do tipo IIB, que são mais frágeis e susceptíveis às lesões e primeiramente acometido 

pela doença. (WEBSTER, et al, 1988, BANKS, et al, 2014). 

 

Figura 15 - Excisão do Músculo Tibial Anterior 

Fragmentos musculares (TA) dos diferentes grupos foram congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados à -80ºC até o processamento do material. O 

processamento histológico, contou com o seccionamento dos fragmentos em cortes 

transversos, espessura 6µm, com auxílio do Criótomo CM 1850 UV (LEICA®) (Figura 

16), no Laboratório da Fisioterapia da UFSCar, à uma temperatura de -25ºC. Esse 
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procedimento também foi realizado para as lâminas de imunofluorescência, onde logo 

após a coleta dos fragmentos, essas lâminas foram armazenadas em freezer -20ºC.  Os 

cortes para histologia básica foram colhidos em lâminas de 24x50mm e corados em 

Hematoxilina-Eosina (HE) para análises dos aspectos genéricos das fibras musculares tais 

como: centralização nuclear, necrose celular, basofilia, infiltrado inflamatório, fibras 

lobuladas entre outras (CORNACHIONE, et al., 2008; CORNACHIONE, et al., 2011). 

A análise morfológica contou com a utilização de um microscópio de luz. As imagens 

coletadas na objetiva de 40x. 

                

 

 

 

 

 

    

 
                       www.leicabiosystems.com 

 

4.6 Imunofluorescência para Distrofina e Utrofina  

As lâminas com os cortes foram retiradas do freezer -20ºC e em seguida foram 

incubados por 1h com Mouse-On-Mouse (MOM - Vector Laboratories). Logo após, 

foram lavadas 1x com PBS e incubadas com os anticorpos primários. Para a marcação da 

proteína utrofina, foi utilizado o anticorpo Mancho 7 da Developmental Studies 

Hybridoma Bank (DSHB - 1:15), para a marcação da proteína distrofina o Anti-

dystrophin das Abcam (ab15277 - 1:400) e para marcação da laminina o Anti-Laminin 

(ab11575 -1:200) por 45 min à 37ºC. Posteriormente, as lâminas foram novamente lavada 

com PBS por 3x de 5 min, e em seguida incubadas com os anticorpos secundários: Alexa 

Fluor 488 anti-mouse (Jackson ImunoResearch - 1:200), o Alexa Fluor 488 anti-rabbit 

(Invitrogen - 1:200) e o Alexa Fluor 647 (Invitrogen - 1:200), por 35min à 37ºC.  Após a 

incubação, as lâminas foram lavadas novamente com PBS por 3x de 5 min, e por fim, os 

cortes foram selados com FluorQuest com DAPI (marcador de núcleos). Em seguida, as 

lâminas permaneceram no freezer -20°C por pelos menos 24h para posterior leitura. 

Figura 16 - Criostato Leica 

http://www.leicabiosystems.com/
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Para identificação das marcações em fluorescência da utrofina e distrofina foi 

utilizado o filtro FITC (comprimento de onda 1200 nm), para Laminina o Cy5 

(comprimento de onda 2500 nm) e para os núcleos DAPI (comprimento de onda 800 nm). 

As fotomicrografias foram obtidas através das objetivas de 10x e 20x através do 

equipamento Image Xpress Micro XLS (Molecular Devices, EUA).  

Para análise qualitativa das proteínas utrofina e distrofina foram utilizadas 

imagens adquiridas nas objetivas de 20x e 10x, respectivamente. Já para análise 

quantitativa da utrofina, foram adquiridas imagens através da objetiva de 10x. Nas 

imagens overlay (marcação da laminina, utrofina e núcleo) foram contadas todas as fibras 

com e sem marcação da utrofina em 5 campos (5x5 cm) (Figura 17) para posteriormente, 

ser realizada a porcentagem das fibras que apresentavam marcação para utrofina. Vale 

ressaltar que, quadrantes foram posicionados na mesma região, quando possível, em cada 

corte do músculo TA de todos os animais do estudo.  

 

 

Figura 17 - Figura ilustrativa da padronização para quantificação da imunomarcação da proteína 

utrofina no TA 
 Objetiva = 10x; Barra de escala = 100µm. 

4.7 Western Blot para Utrofina 

Para identificação da utrofina no músculo tibial anterior, a amostra foi 

homogeneizada em tampão de extração composto por: Tris/HCL (pH 7,4) 0,05M, NaCl 

0,15 M, EDTA (pH 8,0) 0,001M, Dodecilsulfato de sódio (SDS) 0,1%, inibidores de 

fosfatase Na3VO4 0,001M, NaF 0,025M, Pirofosfato de Na 0,0005M e inibidores de 
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proteases da marca AMRESCO overnight à 4ºC, com auxílio de agitadores magnéticos 

em microtubo. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas à 14.000 rpm, à 4ºC por 

20 min e o sobrenadante coletado, para posterior quantificação das proteínas. Foram 

utilizados amostras de coração dos mesmos animais para controle positivo para proteína 

utrofina. 

As proteínas totais foram quantificadas pelo método de BCA. Posteriormente, 

pequenas porções do extrato (50μg) foram completadas com tampão de amostra Laemmli 

e fervidas por 5 min à 99°C, e logo após foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10% à 100 V por 1h40. Ao término do experimento, os géis foram 

transferidos a uma membrana de nitrocelulose em 100 V por 2h30 (a transferência foi 

confirmada através do corante Ponceau S). Houve bloqueio da membrana por 2h à 

temperatura ambiente com leite desnatado 5% em TBS (para reduzir a ligação não 

específica de proteínas). A incubação com o anticorpo primário 1:50 (Mancho3 anti-

utrophin, DSHB), previamente diluído em TBS-T + leite desnatado (5%), permaneceu 

overnight à 4ºC. No dia seguinte, seguiram-se 3 lavagens de 5 min com TBS-T, e 

adicionado o anticorpo secundário (1:10.000) (conjugado HRP - Cell Signaling 

Technology) também diluído em TBS-T + leite desnatado 5%. A membrana permaneceu 

em incubação durante 1hora sob agitação basculante. Seguiu-se, novamente com lavagem 

em TBS-T e por fim, a membrana foi revelada através do ECL – Clarity Western ECL 

Substrate da Bio-RAD (kit revelação).   

Para a normalização dos dados obtidos, foi realizado o controle interno através da 

incubação da membrana com o anticorpo primário GAPDH (1:15.000) da Abcam 

ab181602 e anticorpo secundário conjugado HRP (1:10.000) da Abcam ab97051. 

A membrana foi scaneada no equipamento ChemiDoc XRS+ (BIORAD, USA) 

para análise da densitometria das bandas e a semi-quantificação foi feita através do 

software ImageJ (versão 1.50e, NIH, USA). 

4.8 Estatística 

  Todas as comparações das análises quantitativa e semi-quantitativa, como para 

CK e WB, foi aplicado o teste de variância usando ANOVA de duas vias (grupo e tempo) 

para medidas repetidas. Quando diferenças significativas foram encontradas, análises 

post-hoc foram realizadas por meio do teste de Bonferroni. Para às análises dos dados 
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obtidos na força de preensão palmar, foi realizado o modelo linear de efeitos mistos, 

através do procedimento PROC MIXED do software estatístico SAS® 9.4. Esta análise 

contou com ajuda da estatística Daiane Leite da Roza, da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto – USP. Para todas as análises foram adotados os índices de significância 

de 95% (p<0.05). 

5. Resultados   

Nossos resultados mostraram uma adaptação positiva do tecido muscular 

distrófico frente à aplicação de exercício aeróbio, tanto após 21 quanto 37 sessões. Vale 

ressaltar que não houve diferença significativa entre o grupo sedentário wild type 21 dias 

e o grupo sedentário wild type 37 dias. Do mesmo modo, os animais mdx sedentários 21 

não são diferentes dos animais mdx sedentários 37, apesar de existir uma pequena 

diferença de idade. A seguir serão apresentados os resultados obtidos. 

5.1 Teste Funcional para preensão palmar 

 O teste de preensão palmar mostrou que os animais mdx (21 e 37) apresentam uma 

diminuição da força antes do treinamento quando comparados ao grupo controle wild type 

(p<0.05). Com o treinamento é possível observar (figura 18) que ambos os grupos 

distróficos (21 e 37) aumentam a força de preensão após 11 sessões (grupo mdx21) e 19 

sessões (grupo mdx37) quando comparados ao pré (mdx21inter>mdxpré; 

mdx37inter>mdx37pré). A manutenção dos treinamentos, 21 e 37 sessões, mostraram 

incrementar ainda mais a força de preensão palmar pois, houve aumento significativo 

quando comparado ao período final com o intermediário (mdx21pós>mdx21inter; 

mdx37pós>mdx37inter) (p<0.05). 
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Figura 18 - Teste de Preensão Palmar em camundongos mdx 
A figura ilustra as médias dos valores de força de preensão dos grupos testados nos diferentes períodos de treinamento 

(pré, inter e pós) *Diferente wt21; ⧫Diferente mdx37pré; mdx21 inter é diferente do pré mdx21; mdx21 pós é 

diferente do pré mdx21; ✚mdx37 inter é diferente mdx37 pré; ❖mdx37 pós é diferente do pré mdx37; ⊿mdx21 pós é 

diferente do inter mdx21; ☆mdx37 pós é diferente do inter mdx37  p<0.05. 

 

5.2 Níveis séricos da Creatina quinase (CK) 

Após o teste de preensão palmar, os animais foram pesados (Tabela 2) e 

eutanasiados para análise sérica da creatina quinase. A doença mostrou níveis séricos 

mais elevados de CK, tanto nos animais mdx sedentários (21) como nos animais mdx 

sedentários (37), quando comparados aos respectivos controles wild- type (21 e 37) 

(21DSEDMDX x 21SEDWT; 37DSEDMDX x 37DSEDWT; p<0.05) (Figura 19).  
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GRUPOS PESO (g) 

21DSEDWT 26,18 

37DSEDWT 30,5 

21DSEDMDX 30,79 

37DSEDMDX 35,69 

21DTRMDX 30,44 

37DTRMDX 36,7 

  Tabela 2: Média do peso (g) dos animais em cada grupo 

 Após o treinamento aeróbio de baixa intensidade durante 21 e 37 sessões, os níveis 

séricos para CK mostraram-se significativamente mais elevados quando comparados aos 

animais mdx sedentários (21DMDXSED x 21DTRMDX; p<0.05) (37DSEDMDX x 

37DTRMDX; p<0.05). Contudo, o que mais nos surpreendeu foi quando comparamos os 

animais mdx 21 sessões de treinamento (21DTRMDX) com os animais que treinaram 37 

sessões (37DTRMDX). A manutenção do estímulo por 37 sessões mostrou valores 

significativamente menores nos níveis de CK quando comparados aos animais que 

treinaram durante 21 sessões (21DTRMDX x 37DTRMDX; p<0.05) (Figura 19). 
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Figura 19 - Níveis séricos de CK nos diferentes grupos 
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 

 

 

5.3 Alterações qualitativas do músculo tibial anterior 

5.3.1 Imunomarcação para proteína distrofina 

 A análise qualitativa das lâminas processadas pela técnica de imunofluorescência 

para a proteína distrofina confirmou que os animais mdx utilizados neste estudo realmente 

não apresentavam esta proteína (Figura 20B), como observada nos animais wild-type 

(Figura 20A). 
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5.3.2 Alterações histológicas do músculo tibial anterior  

A Figura 21 mostra fotomicrografias, representativas, do músculo tibial anterior 

dos diferentes grupos estudados. Como já descrito no item 5, não houve diferença 

significativa entre os grupos sedentários wild-type (21 x 37) e mdx (21 x 37). 

 Os grupos wild type sedentários (21 e 37) mostraram morfologia normal do tecido, 

apresentando fibras poliédricas e núcleos periféricos (Figura 21A). Por outro lado, os 

animais mdx sedentários (21 e 37) mostraram alterações citoarquiteturais importantes, tais 

como: centralização nuclear, necrose/infiltrado inflamatório, splitting, variação tamanho 

de fibras e aumento de tecido conjuntivo (Figura 21B). Os animais distróficos submetidos 

ao treinamento de baixa intensidade mostraram melhora na morfologia do tecido quando 

comparados aos animais sedentários (Figura 21C e 21D x 21B). Contudo, mais uma vez 

o tempo prolongado do estímulo (37 sessões) mostrou melhorar os aspectos gerais da 

morfologia do músculo tibial anterior, dos animais mdx, quando comparado ao menor 

tempo de treinamento (21 sessões). 

Objetiva de 10x; Barra de escala = 100µm. A- 21DSEDWT: Presença da proteína distrofina marcada em verde e núcleos em 

azul (DAPI); B- 21DSEDMDX: ausência da proteína distrofina com núcleos em azul (DAPI). 

 

 

 

 

Figura 20 - Fotomicrografia de cortes histológicos do TA pela técnica de IF 
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Figura 21 - Fotomicrografias do músculo TA de camundongos mdx - HE 
Objetiva 40x. A – 21DSEDWT; B – 21DSEDMDX; C – 21DTRMDX; D – 37DTRMDX. 

Seta vazia= Centralização nuclear; Seta grossa= Infiltrado inflamatório/necrose; Seta fina= Splitting celular. 

 

5.4 Análises qualitativa e quantitativa da Imunomarcação para proteína utrofina  

 As análises qualitativas e quantitativas das lâminas que foram submetidas à 

aplicação do anticorpo para utrofina, através da técnica de imunofluorescência mostraram 

que, a doença pode estar acometendo outras estruturas à nível molecular, não apenas a 

proteína distrofina,  As Figuras 22 e 23 mostram redução na imunomarcação da utrofina 

(verde) nos camundongos mdx sedentários (21DSEDMDX) quando comparados aos 

wild-type (21DSEDWT) (p<0.05).  
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Figura 22 - Análise qualitativa da imunomarcação para utrofina no TA de animais mdx. 
Objetiva de 20x; Barra de escala = 50µm. A= 21DSEDWT; B= 21DSEDMDX; C= 21DTRMDX; D= 37DTRMDX. 

Imunomarcação em vermelho para laminina, verde para utrofina e azul (DAPI) núcleos. Observe que o músculo TA do 

grupo 37DTRMDX apresentou maior expressão da utrofina após o treino, quando comparado aos grupos 

21DSEDMDX E 21DTRMDX. 
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Figura 23 - Análise quantitativa da imunomarcação da utrofina no TA de camundongos mdx. 
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001  

 

Mais uma vez o treinamento mostrou influenciar positivamente o músculo tibial 

anterior de animais mdx, tanto 21 quanto 37 sessões de treinamento, quando comparados 

aos animais mdx sedentários (21DSEDMDX x 2DTRMDX: p>0.05; 21DSEDMDX x 

37DTRMDX: p<0.05).  

Outro achado importante, observado nos animais mdx, é quando comparamos os 

tempos de treinamento, ou seja, 21DTRMDX com 37DTRMDX. Os animais mdx que 

mantiveram o treinamento aeróbico por tempo prolongado (37 sessões) mostraram um 

aumento da imunomarcação da utrofina (p<0.05), sugerindo que o estímulo quando 

mantido por mais tempo pode aumentar o conteúdo desta proteína.  

 

5.5 Conteúdo de Utrofina no músculo TA – Western Blot 

 Os resultados desta análise semi-quantitativa para a proteína utrofina corroboram 

com os achados qualitativos e quantitativos observados na imunofluorescência para esta 

proteína, apresentados no item 5.4. Na análise de WB foi observado que esta proteína 

encontra-se reduzida nos animais distróficos sedentários (21 e 37) quando comparados 

aos wild type sedentários (21 e 37) (21DSEDMDX x 21DSEDWT; 37DSEDMDX x 

37DSEDWT; p<0.05) (Figuras 24 e 25).  
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 Por outro lado, o exercício aeróbio de baixa intensidade mostrou ser efetivo para 

o aumento da utrofina no músculo tibial anterior dos camundongos distróficos, em ambos 

os tempos de aplicação, quando comparado com os músculos dos animais distróficos 

sedentários (21DSEDMDX x 21DTRMDX; p>0.05; 37DSEDMDX x 37DTRMDX; 

p<0.05) (Figuras 24 e 25). Outro achado importante foi a comparação entre os dois grupos 

de animais treinados (21DTRMDX x 37DTRMDX; p>0.05). O gráfico da figura 25 deixa 

claro que há um aumento no conteúdo da utrofina no grupo que treinou por mais tempo. 

  

Figura 24 - Membranas de Western Blot – Utrofina + GAPDH. 
O primeiro poço de cada gel (da esquerda para direita) contém amostra de coração como controle positivo para 

proteína utrofina, os demais apresentam amostras do músculo tibial anterior. 
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Figura 25 - Semi-quantificação de Utrofina/GAPDH 

* p<0,05; **p<0,01 

 

 

6. Discussão  

Este projeto de pesquisa mostrou claramente algumas alterações negativas 

determinadas pela ausência da distrofina no músculo esquelético de camundongos mdx. 

Corroborando com a literatura científica, estudos também deixaram claro, no transcorrer 

do texto, que em seres humanos os efeitos negativos podem ser ainda maiores. A 

conhecida Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) que afeta meninos pela ausência da 

proteína distrofina, atua de maneira devastadora na função muscular, prejudicando a 

qualidade de vida dessas crianças e a sobrevida.  

A cura, ainda, é algo distante para essas crianças então, cada vez mais cientistas 

investigam tratamentos paliativos que possam determinar melhor qualidade de vida e até 

mesmo postergar a evolução degenerativa da doença. O exercício físico tem mostrado ser 

uma ferramenta importante na reabilitação do músculo distrófico, seja no modelo 

experimental como no humano, quando aplicado de maneira cautelosa. Sendo assim, o 

presente estudo buscou entender e analisar os efeitos do exercício aeróbio de baixa 

intensidade sobre o músculo esquelético de camundongos mdx focando, principalmente, 

na expressão da proteína utrofina, homóloga da distrofina 
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Como apresentado acima, nossos resultados mostraram resultados importantes e 

promissores no quadro evolutivo e degenerativo da doença, os quais, por um lado 

corroboram com estudos científicos e por outro contradizem. Buscando entender e 

justificar nossos achados, esses estudos científicos prévios nos embasam na discussão a 

seguir.  

6.1 Teste Funcional para Preensão Palmar 

O teste de Preensão Palmar é muito utilizado por ser confiável, reprodutível, não 

invasivo e fácil de ser realizado para avaliar a condição, função e força muscular no 

modelo experimental da Distrofia Muscular de Duchenne, camundongo mdx. 

 Os animais distróficos treinados (21DTRMDX e 37DTRMDX), do presente 

estudo, mostraram uma redução na força antes do treinamento quando comparado ao 

grupo controle sedentário 21DSEDWT (p<0,05). PUTTEN e colaboradores (2012) 

também encontraram resultados semelhantes com os nossos achados, justificando que os 

animais mdx por apresentam fragilidade e disfunção muscular determinada pela ausência 

da proteína distrofina, apresentam como consequência, redução da força muscular. Com 

o treinamento (segundo teste realizado no período intermediário 11ª sessão para o grupo 

21DTRMDX e na 19ª sessão para o grupo 37DTRMDX) foi possível observar que ambos 

os grupos treinados mdx mostraram uma melhora significativa da força de preensão 

quando comparado ao teste realizado antes do treinamento (pré treino). ZELIKOVICH, 

et al., 2019, observaram que o treinamento de baixa intensidade (8m/min) em esteira 

durante 30 min, 3 vezes por semana durante 6 meses em animais mdx aumentou a força 

de preensão quando comparados ao grupo mdx sedentário. Eles chegaram a conclusão 

que esse aumento da força estava relacionado a um aumento na expressão de PGC1α, um 

marcador de exercício aeróbico e também no aumento da fração oxidativa da miofibra, 

confirmando a remodelação esperada do músculo para um perfil oxidativo aumentado, 

em resposta à adaptação determinada pelo exercício. Eles também avaliaram o efeito do 

exercício de baixa intensidade em um curto prazo, durante 4 dias, e concluíram que 

nenhuma mudança significativa foi observada. Sendo assim, melhoras na função 

muscular observadas em camundongos mdx exercitados parece ser decorrente da 

exposição crônica ao exercício. Esses achados corroboram com nossos estudos, pois no 

final do treinamento, após 21 ou 37 sessões de treinamento ambos os grupos continuaram 

a aumentar a força de preensão palmar quando comparado aos testes realizados no período 
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intermediário (p<0,05), sugerindo que as miofibras distróficas têm um limiar mecânico 

e/ou dependente do tempo para adaptação funcional ao exercício em comparação com o 

músculo WT.  

DE LUCA, et al., 2005; HYZEWICZ, et al., 2015; CAPOGROSSO, et al., 2017, 

também realizaram um protocolo de exercício, que consistia em 30 min de corrida em 

esteira horizontal à 12 m/min, duas vezes por semana, durante 12 semanas, em 

camundongos WT e mdx.  Com esse estudo, eles observaram uma diminuição da força 

nos animais distróficos submetidos ao exercício crônico concêntrico em esteira, quando 

comparado aos animais WT e alterações estruturais mais graves quando comparadas ao 

mdx sedentários. Esses achados contradizem os resultados do grip strenght no presente 

estudo. CAPOGROSSO e colaboradores (2017) acreditam que a fraqueza no animal mdx 

está de fato relacionada a um comprometimento da função neuromuscular induzida pelo 

exercício, dependente do tempo. Já HYZEWICZ e colaboradores (2015) observaram que 

esse protocolo de treinamento de alta intensidade (12m/min) causou uma regulação 

negativa de Sirt1, PGC1- α, PPAR γ e miogenina em animais mdx. Por outro lado, eles 

acreditam que o treinamento de baixa intensidade possa ser benéfico, já que a expressão 

dos genes mitocondrial e de diferenciação muscular foi aumentada após a roda voluntária 

em animais de 4-8 semanas de idade.  

Nadar e correr em baixa intensidade em camundongos mdx também estimulou a 

mudança do músculo glicolítico rápido (tipo 2B) para o oxidativo (tipo 2A) e o músculo 

lento (tipo I). Apesar dessa mudança, a expressão de proteínas no músculo esquelético 

lento e rápido aumentou após nadar em baixa intensidade em camundongos com 4 

semanas de idade.  A comparação do grupo WT com o músculo mdx após natação em 

baixa intensidade também apontou para níveis mais altos de expressão de proteínas 

nas fibras mdx. Essa observação sugere que os músculos distróficos poderiam se 

beneficiar com os treinamentos de baixa intensidade.  

Como já descrito anteriormente, ZELIKOVICH e colaboradores (2019) 

mostraram que o treinamento em esteira à 12m/min, 2 vezes por semana durante 30 min, 

agravaram o fenótipo dos animais mdx. Os protocolos de treinamento realizados entre 4 

a 8 m/min em animais distróficos, mostraram que houve uma melhora na função muscular 

esquelética além de, atenuar a disfunção cardíaca e melhorar da capacidade respiratória. 

Assim, o exercício de baixa intensidade foi benéfico nesses camundongos sem aumentar 
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os danos à membrana muscular ou fibrose. Essa hipótese levantada de que houve uma 

possível proteção da membrana celular após treinamento de baixa intensidade pode vir a 

justificar nossos achados para creatina quinase, discutidos a seguir.  

 Um achado que nos surpreendeu foi a diferença entre os animais mdx no teste pré 

treino pois, os animais neste período apresentavam a mesma idade (6 semanas de vida). 

Contudo, em nenhuma das outras análises, realizadas no estudo, esses grupos mostraram-

se diferentes. Sendo assim, uma hipótese que pode justificar é um erro na testagem 

realizada pelo operador ou até mesmo diferenças individuais nas ninhadas. PUTTEN, et 

al., 2014 descreveram alguns possíveis erros que podem ser visualizados durante grip 

strenght. Os animais devem ser testados sempre pelo mesmo operador que não saiba quais 

eram os grupos experimentais. Os testes devem realizados na mesma hora e dia da 

semana, e na mesma sala para equalizar odores, ruídos, etc. É possível observar uma 

grande variação entre os camundongos individuais e os pontos no tempo para a realização 

do teste funcional, que também pode diferir bastante entre as ninhadas. Os animais devem 

apertar as grades sempre de forma paralela e horizontal, nunca de forma transversal e se 

o operador visualizar que houve uma diminuição da força quando comparada aos outros 

valores, ele deve desconsiderar esse resultado.  

6.2 Alterações nos níveis séricos da Creatina Quinase (CK) 

Os animais dos grupos mdx sedentários (21 e 37), do presente estudo, mostraram 

níveis séricos elevados para CK quando comparados aos respectivos controles dos grupos 

wild type (21 e 37). Esse resultado já era esperado pois, a ausência da proteína distrofina 

culmina na ruptura da membrana da fibra muscular com extravasamento da CK para 

corrente sanguínea (DECONINCK, et al., 2007; STREHLE, et al., 2014; MOREIRA-

MARCONI, et al., 2017). Já está bem documentado na literatura científica que tanto 

animais distróficos (AL-REWASHDY, et al., 2014; KLEIN, et al., 2017; HERMES, et 

al., 2018) como seres humanos portadores da DMD (CACCHIARELLI, et al., 2011; 

MCDONALD, et al., 2012; STREHLE, et al,. 2014) apresentam aumento expressivo do 

conteúdo da CK sérica.  

Os animais mdx treinados 21 e 37 sessões apresentaram níveis ainda mais elevados 

para CK quando comparados aos respectivos controles dos grupos sedentários de 21 e 37. 

Os níveis da CK no sangue são marcadores biológicos que indicam mionecrose e, por 

meio disso são usados como referência para medir os efeitos fisiológicos do exercício na 
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musculatura de camundongos mdx (FAIST, et al., 2001). Estudo conduzido por 

SPAULDING, et al., em 2018, mostrou aumento significativo dos níveis de CK de 

animais mdx após exercício em esteira de baixa intensidade quando comparados aos 

animais sedentários mdx. Esse aumento pode ser justificado pela força gerada na fibra 

muscular durante a contração, e consequentemente, por serem músculos desprovidos da 

proteína distrofina a possibilidade de lesão da membrana é maior concomitante, ao 

aumento do efluxo da CK.  

Os resultados obtidos no presente estudo também corroboram com os achados nos 

estudos de SILVA, et al., 2015 onde observaram aumento significativo da CK no grupo 

mdx exercitado. Esses mesmos autores também justificam que esse extravasamento está 

atribuído ao stress causado nas células musculares durante a contração muscular desses 

animais. Os valores aumentados de CK no presente estudo após o treinamento também já 

eram esperados pois, os animais mdx já apresentavam lesões prévias da membrana em 

decorrência do ciclo natural da doença, e com os ciclos de contração e relaxamento, 

durante o exercício, essa lesão pode ter sido exacerbada e com isso mais extravasamento 

da CK do meio intra para o extracelular (sangue).  

Por outro lado, quando comparamos os grupos treinados entre si observamos um 

resultado surpreendente e oposto ao esperado, ou seja, redução significativa dos níveis de 

CK para os animais mdx após o treinamento mais longo (37 sessões). Esses achados 

corroboram com os observados na análise morfológica do tecido nas lâminas de H.E. 

Assim como houve redução da CK nos animais treinados por mais tempo, a histologia 

desse grupo também apresentou melhora na citoarquitetura das fibras musculares o que 

pode indicar, que a cronicidade do treino aeróbio de baixa intensidade estimulou de forma 

positiva a plasticidade muscular, tornando-as mais resistentes às lesões impostas pelas 

cargas mecânicas geradas pelo exercício e assim, reduzindo significativamente a saída da 

CK para o meio externo (sangue). ZELIKOVICH, et al., 2019 submeteu camundongos 

mdx ao exercício aeróbio em esteira à uma intensidade de 8 m/min, 3 vezes por semana 

durante 6 meses. Os autores observaram que houve redução da CK sérica concomitante a 

melhora nos aspectos morfológicos das fibras sugerindo, adaptação positiva do músculo 

após longo período de treinamento.  

Resultados similares foram obtidos em estudos realizados em nosso laboratório 

(Laboratório de Fisiologia e Biofísica Muscular) onde em uma fase mais aguda de 
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treinamento excêntrico (3 sessões) a morfologia das células mostraram-se mais alteradas, 

com maiores sinais de rompimento de membrana (splitting), e consequentemente maiores 

níveis séricos de CK (PEDRAZANI, et al., 2019). Por outro lado, assim como os 

resultados do presente estudo, PEDRAZZANI, et al., (2019) observou que a submissão 

dos animais à 21 sessões mostraram reduzir ambas alterações, bioquímica e morfológica, 

observadas na fase mais aguda. 

Apesar do teste bioquímico para a CK não ser o que confirma o diagnóstico da 

DMD, ele é atualmente o mais usual nas análises laboratoriais preliminares pois, não 

expõe a criança portadora da DMD à métodos tão invasivos, como a biópsia. Contudo, se 

houver a suspeita do indivíduo apresentar esta alteração genética, análises de histologia 

básica e imunomarcadores (anticorpos) poderão confirmar o diagnóstico.     

6.3 Alterações histológicas do músculo tibial anterior 

A DMD mostra claramente alterar a citoarquiterura normal do músculo 

esquelético. Enquanto, a morfologia do músculo esquelético sadio é compreendida por 

fibras poliédricas com tamanho relativamente uniforme, núcleos periféricos e pouco 

tecido conjuntivo, as observadas no músculo distrófico são completamente opostas.  

Na análise qualitativa dos aspectos gerais do tecido muscular, corados por H.E. 

no presente estudo, foi possível observar que a morfologia dos músculos tibiais anterior 

do grupo wild type sedentário (21SEDWT) apresentaram citoarquitetura de um tecido 

saudável, como mencionadas no parágrafo anterior. Por outro lado, os animais dos grupos 

mdx sedentários (21DSEDMDX) mostraram alterações histológicas importantes, 

condizentes com a doença, tais como: centralização nuclear, necrose/infiltrado 

inflamatório, aumento de tecido conjuntivo, splitting e alteração do tamanho das fibras. 

BLAKE, et al., 2002 e ALLEN, et al., 2016 descrevem claramente em seus estudos que 

devido a ausência da proteína distrofina funcional ocorre uma desestabilização do aparato 

contrátil com o citoesqueleto e durante a mecanotransdução, propagação dos sinais 

mecânicos gerados pela contração, ocorre desorganização estrutural e rompimento do 

sarcolema. Esses mesmos autores, afirmam que essas alterações preliminares determinam 

alterações histológicas importantes, como: atrofia, pseudo-hipertrofia, mionecrose, 

fibrose e centralização nuclear.  
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A centralização nuclear é um indicativo de que houve lesão, e está ocorrendo um 

processo regenerativo na fibra, conduzido pelas células satélites (CS). Essas células são 

responsáveis por reestruturar a fibra danificada, seja em um músculo sadio ou doente, 

após uma lesão (RANTANEN, et al., 1995; ALMEIDA, et al., 2016). Nos músculos 

distróficos, a função das CS não é diferente contudo, com a evolução da doença essas 

células perdem a capacidade de proliferação, o que determina na interrupção do ciclo de 

degeneração/regeneração permanecendo apenas, o processo degenerativo (RENAULT, et 

al., 2000; CHANG, et al., 2016). 

A interrupção do processo de regeneração, devido a exaustão das CS, determina 

aumento significativo do infiltrado inflamatório no tecido contrátil, e com a progressão 

da doença, este é substituído por tecido conjuntivo (MIZUNO, et al., 2011; 

ZELIKOVICH, et al., 2019 ), fato este que condiz aos nossos achados. Vale ressaltar que, 

a exacerbação do processo inflamatório culmina em sucessivas rupturas de membrana, 

facilitando a infiltração de íons cálcio do meio extracelular (WHITEHEAD, et al., 2006; 

SILVA, et al., 2015; BOZYCKI, et al., 2018). Considerando que, o cálcio é um íon em 

potencial para ativação de vias de degeneração, como a via das caspases (BERNARDI, 

1999; ABMAYR, et al., 2004), as fibras musculares sofrem cada vez mais com o 

infiltrado inflamatório que por consequência, aumentam o exudato intracelular levando 

assim, essas células à tumefação. A tumefação é um aumento do volume da célula em 

decorrência do acúmulo de líquido no meio interno (exudato).  

O aumento descontrolado desse volume (pseudo-hipertrofia) determina o 

rompimento da membrana e a célula se divide (splitting) (GROUNDS, et al., 2014; 

JUNQUEIRA, et al., 2017). Essa divisão gera duas ou até mais partes de células com 

tamanhos variados. Além disso, essas células sofrem processo de atrofia com a evolução 

da doença, pela ativação de vias como ubiquitina, variando ainda mais o tamanho entre 

elas. PEDRAZZANI, et al., (2019) e BURNS, et al., (2017) observaram alterações 

similares nos animais mdx em seus respectivos estudos.  

Após as sessões de treinamento aeróbio (21 e 37) os músculos dos animais mdx 

apresentaram melhora dos aspectos gerais da citoarquitetura muscular. Na análise 

qualitativa dos músculos dos animais do grupo mdx submetidos à 21 sessões de 

treinamento aeróbio de baixa intensidade (21DTRMDX) foi possível observar alterações 

similares às observadas no grupo sendentário (21DSEDMDX) porém, menos intensas. 
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Com a manutenção do estímulo (treino aeróbio) durante 37 sessões, essa melhora foi 

ainda mais visível e significativa no músculo TA, quando comparado aos grupos 

21DSEDMDX e 21DTRMDX. Na fotomicrografia do grupo 37DTRMDX é possível 

observar redução de fibras em degeneração, redução de tecido conjuntivo e regularização 

no tamanho das fibras musculares. 

Estudos realizados pelos HOURDÉ, et al., 2013; ZELIKOVICH, et al., 2019 

corroboram aos aqui apresentados. Esses autores observaram melhora na morfologia 

celular e redução da fibrose do músculo TA de animais mdx submetidos ao exercício 

aeróbio a longo prazo (4 a 4 meses e meio) em roda giratória, quando comparados aos 

músculos do grupo mdx sedentários. Outro achado importante reportado por HOURDÉ e 

colaboradores (2013) foi a melhora da força muscular. Esses autores justificam que essa 

melhora na força de contração pode ter reduzido a fragilidade celular acreditando que, o 

tempo prolongado possa ter sido benéfico para reestruturar o tecido. GORDON, et al. em 

2013 também observaram melhora na morfologia dos músculos quadríceps e sóleo de 

camundongos mdx, submetidos ao exercício aeróbio durante 12 semanas em roda 

giratória. A justificativa apresentada por esses autores foi ao aumento do conteúdo da 

proteína utrofia (homóloga da distrofina) que possa ter contribuído na reestruturação 

celular reduzindo assim, as lesões no tecido.  

6.4 Alterações na imunomarcação e no conteúdo da proteína utrofina 

 As análises, qualitativa e quantitativa, das lâminas processadas com anticorpo para 

utrofina, na técnica de imunofluorescência, sugerem que a doença possa estar acometendo 

outras proteínas situadas na membrana, não apenas a distrofina já que, houve redução 

significativa do conteúdo de utrofina nos animais do grupo mdx sedentários 

(21DSEDMDX) quando comparados aos wild type (21DSEDWT). Como já relatado na 

revisão da literatura, existem dois tipos de utrofina, a utrofina A expressa principalmente 

em fibras musculares, e a utrofina B, expressa em células endoteliais vasculares. BANKS 

e colaboradores (2014), utilizaram as técnicas de WB e imunofluorescência para 

quantificar o conteúdo da proteína utrofina A no músculo gastrocnêmio, em animais 

controles sadios (WT) e animais distróficos mdx. Através dessas análises eles observaram 

que a utrofina A estava quase ausente no sarcolema extra sináptico do grupo WT, mas ela 

estava presente no citoplasma das fibras do tipo 2B rápidas. Já no grupo mdx, a utrofina 

estava ausente no sarcolema extra sináptico na maioria das fibras do tipo 2B rápidas no 
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músculo gastrocnêmio e níveis baixos nas demais fibras. A redução na expressão da 

utrofina no sarcolema extra-sináptico dos animais mdx coincidiram com o aparecimento 

de fibras necróticas. Apesar do nosso estudo não ter realizado tipagem no tipo de fibra e 

nem especificado o tipo de utrofina, os achados de Banks nos ajuda a entender os nossos 

resultados, já que o TA (músculo avaliado em nosso trabalho) possui em sua maioria 

fibras do tipo 2B, justificando então, esse aumento da utrofina no animais controles WT 

e a redução no grupo mdx, já que as fibras do tipo 2B são as mais afetadas pela doença, 

expressando menos utrofina.  

Por outro lado, os músculos dos animais mdx que foram submetidos aos 

treinamentos (21DTRMX e 37DTRMX) mostraram resultados opostos aos observados 

nos animais sedentários frente a imunomarcação e ao conteúdo da utrofina. Após 21 

sessões de exercício aeróbio foi possível observar no TA aumento na expressão e no 

conteúdo da utrofina, através das técnicas de imunofluorescência e western blot, 

respectivamente. Mesmo não havendo diferença estatística em relação aos sedentários, 

esse resultado no âmbito clínico, infere positivamente pois, reforça que o exercício 

aeróbio de baixa intensidade influencia positivamente no tecido. Acrescido a esta 

melhora, os animais mdx do grupo 37DTRMDX apresentaram resposta ainda mais 

expressiva para no aumento da utrofina, sugerindo que o exercício mantido por período 

prolongado pode induzir ao aumento da síntese da utrofina. Na literatura científica não 

existem estudos que tenham treinado animais mdx por períodos longos com os mesmos 

parâmetros de treinamento aos aqui apresentados e, analisado a expressão da utrofina.  

Este fato nos impulsionou a buscar estudos equivalentes e, que nos fomentasse a redigir 

e discutir nossos resultados. 

 Como já mencionado anteriormente, GORDON, et al., (2013) mostraram aumento 

no conteúdo da proteína utrofina em músculos distróficos (quadríceps e sóleo), através da 

técnica de WB, de animais mdx submetidos ao exercício aeróbio durante 12 semanas 

quando comparado aos animais mdx sedentários. Eles acreditam que a tradução da 

proteína utrofina é regulada por vias de sinalização ativadas pelo exercício aeróbio através 

do PGC-1α ou também pela mudança no tipo de fibra musculares do tipo IIB para IIA. 

Estudo realizado por DELACROIX, e colaboradores (2018) também acreditam que o 

exercício aeróbio é capaz de melhorar o tecido muscular distrófico devido a ativação da 

via PGC-1α além da calcineurina (uma serina que nos miócitos esqueléticos regula 

positivamente os promotores de genes específicos para fibras lentas). CHAKKALAKAL,  
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et al., 2003; DE LUCA, et al., 2005 e CHALKIADAKI, et al., 2014 acreditam que 

a atividade da calcineurina seja importante para manter o fenótipo da fibra lenta e 

consequentemente, aumentar a expressão da utrofina, o que pode exercer efeito benéfico 

retardando a progressão da doença no músculo do mdx. Esses estudos deixam claro que 

o (s) mecanismo (s) envolvido (s) no aumento da utrofina ainda não está bem elucidado 

na literatura científica. 

 Vale ressaltar, mais uma vez, que não realizamos a tipagem das fibras porém, o 

perfil do nosso treinamento infere, baseado na literatura (DE LUCA, et al., 2005; 

HYZEWICZ, et al., 2015; DELACROIX, et al., 2018), que por se tratar de atividade de 

longo período, fibras oxidativas são mais recrutadas e possivelmente, possa estar 

ocorrendo uma transição de fibras mais glicolíticas para oxidativas. Se essa hipótese pode 

realmente estar ocorrendo, o treinamento dos animais mdx proposto no estudo pode ser 

uma medida protetora a ser imposta para retardar a evolução da doença já que, músculos 

oxidativos são menos acometidos em relação aos glicolíticos.  

 Sendo assim, novos estudos estão sendo realizados em nosso laboratório 

envolvendo aumento da utrofina e tipagem das fibras após longo período de treino para 

compreendermos melhor os efeitos do exercício aeróbio de baixa intensidade sobre 

músculos distróficos e com isso, ter mais embasamento científico da deliberação e 

aplicação de um tratamento promissor aos portadores da DMD. 

7. Conclusão 

 Os resultados do nosso estudo deixou claro os impactos negativos que a ausência 

da distrofina determina no músculo TA de camundongos mdx. Do mesmo modo, o 

exercício aeróbio de baixa intensidade mostrou ser capaz de reverter, parcialmente, as 

alterações degenerativas impostas pela doença. Contudo, as melhoras observadas na 

histologia, no parâmetro bioquímico (CK), na função muscular e no conteúdo de utrofina 

foram mais evidenciados nos músculos dos animais mdx submetidos à 37 sessões. 

 Sendo assim, concluímos que o exercício aeróbio de baixa intensidade pode 

ser uma ferramenta terapêutica promissora no tratamento do músculo tibial 

anterior de camundongos mdx, quando aplicado por períodos mais prolongados. 
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 Implicação Clínica 

 Apesar dos nossos resultados e estudos científicos mostrarem a eficiência do 

exercício aeróbio de baixa intensidade em animais distróficos, é preciso considerar que a 

DMD em crianças apresenta alguns sinais e evolução divergentes aos observados nos 

animais, como a regeneração. Sendo assim, a prescrição e aplicação de qualquer protocolo 

de exercício deve ser sempre baseado nas particularidades e individualidade, após uma 

avaliação minuciosa do paciente como um todo, não visando apenas o acometimento dos 

músculos esqueléticos, já que outros sistemas, como cardíaco, também são seriamente 

acometidos. 
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ANEXOS 

 

Anexo I – Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais  
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