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RESUMO 
 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) afeta 1 a cada 5000 meninos nascidos vivos, atinge 

o cromossomo X, responsável pela síntese da proteína distrofina que mantem a estabilidade da 

membrana celular. Sua ausência causa rupturas, necroses e aumento dos níveis séricos de 

enzimas citoplasmáticas o que ativa as proteases estimulando a degeneração das fibras 

musculares. O diagnóstico é feito através de exames, tais como: biópsia muscular, dosagem de 

Creatina Quinase (CK) e DNA. Devido as lesões recorrentes, células satélites (CS) são 

constantemente ativadas. Dessa maneira as CS entram em exaustão, reduzindo o “pool” de 

células quiescentes, afetando o processo regenerativo. O exercício físico mostra ser eficiente na 

terapêutica de pacientes com DMD. Estudos com animais mdx mostraram que o exercício físico 

de baixa intensidade aumentou a expressão de CS, da massa muscular, de força e melhora na 

citoarquitetura tecidual. Em paralelo as terapias com exercício, a DMD também é alvo de 

terapias farmacológicas. A droga mais comum utilizada é o cortisol, pois é capaz de reduzir 

significativamente processo degenerativo das fibras musculares, porém apresenta muitos 

efeitos colaterais indesejáveis. Atualmente, a melatonina vem sendo foco de muitas 

investigações científicas, pois apresenta diversas funcionalidades no organismo, além de ação 

antioxidante e anti-inflamatória. Visando o poder antioxidante e anti-inflamatório, estudos 

mostraram que pacientes com DMD aumentaram a expressão de citocinas anti-inflamatórias e 

redução significativa de marcadores de necrose muscular.  O uso de melatonina mostrou 

aumentar o número de células satélites, melhorar a força e a morfologia do músculo esquelético 

normal, após exercício. Objetivo: Analisar as características morfofuncionais e bioquímicas de 

músculos distróficos, esquelético e cardíaco, após tratamento com melatonina associada ao 

exercício. Resultados: O teste de preensão palmar mostrou que o exercício associado a 

melatonina induziu aumento de força de preensão significativa nos animais mdxTRM em 

relação aos mdxTR. Na análise morfológica dos músculos esqueléticos e cardíacos, mostrou 

melhora na morfologia tecidual dos animais tratados com melatonina em relação aos que não 

receberam. Com relação as células satélites o grupo mdxTR apresentou maior número de CS 

ativas em proliferação. Para CS em diferenciação os grupos mdx e mdxM, apresentaram maior 

número de CS, quando comparados aos grupos treinados. Na técnica de Western Blot mostrou 

aumento na expressão de utrofina no músculo cardíaco dos animais do grupo mdxTRM. 

Conclusão: Tanto exercício quanto a melatonina melhoraram a morfologia dos músculos psoas, 
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cardíaco e função muscular esquelética, quando associados essas características 

morfofuncionais foram ainda mais expressivas. 

Palavras-chave: Distrofia muscular de Duchenne, Camundongos mdx, Melatonina, exercício 
aeróbico de baixa intensidade, utrofina, células satélites, músculo esquelético e músculo 
cardíaco. 



ABSTRACT 
 

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD), affecting 1 in every 5,000 live births, affects the X 

chromosome, responsible for the synthesis of the dystrophin protein that maintains the stability 

of the cell membrane, making it resistant to mechanical forces. It causes ruptures, necrosis, and 

increased serum levels of cytoplasmic enzymes, which activate proteases, stimulating the 

degeneration of muscle fibers. The diagnosis is made through clinical examinations such as: 

muscle biopsy, Creatine Kinase (CK), and DNA measurement. Due to recurrent injuries, 

satellite cells are constantly activated to carry out the tissue repair process. In this way, these 

cells end up entering an exhaustion process, reducing the “pool” of quiescent cells, and affecting 

the regenerative process. Physical exercise is an important and low-cost therapy that has been 

explored in the rehabilitation of patients with DMD. Studies show that a lack of physical activity 

can determine changes in the functionality of the muscular, cardiac, and respiratory systems. 

Experimental studies with mdx mice have shown that low-intensity physical exercise increases 

the expression of CS, muscle mass, and strength and improves tissue cytoarchitecture. In 

parallel to therapies through physical exercise, DMD is also targeted by drugs. The most 

common of these is cortisol, a drug that is capable of significantly reducing the degenerative 

process of muscle fibers, but, on the other hand, causes side effects. Currently, melatonin has 

become the focus of research in the process of muscle regeneration after injury. Melatonin has 

several functions in the body, in addition to antioxidant and anti-inflammatory actions. Aiming 

at antioxidant and anti-inflammatory power, studies have shown that patients with DMD have 

increased expression of anti-inflammatory cytokines and these same authors have found a 

significant reduction in muscle necrosis markers. Exogenous administration of melatonin has 

been shown to increase the number of satellite cells and improve the strength and tissue 

morphology of normal skeletal muscles after physical exercise. Objective: Our objective was 

to analyze the morphofunctional and biochemical characteristics of dystrophic, skeletal, and 

cardiac muscles, after treatment with melatonin associated with low-intensity physical exercise. 

Results: The handgrip test showed that low-intensity aerobic exercise associated with 

melatonin induced a significant increase in grip strength in mdxTRM animals compared to 

mdxTR. In the morphological analysis of skeletal and cardiac muscles, it was possible to 

observe an improvement in the tissue morphology of the animals that were treated with 

melatonin in relation to the groups that did not receive the i.p. application. of melatonin. 

Regarding satellite cells, we can observe that the groups that completed the 21 training sessions 

presented greater PAX7 content, with the mdxTR group being the one that presented greater 
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content compared to all other groups. For myogenin, the mdx and mdxM groups showed higher 

CS content in the fusion and differentiation phase, when compared to the trained groups. Using 

the Western Blot technique, we obtained promising results regarding the expression of the 

utrophin protein in the heart muscle, even without statistical significance.” The procedures 

imposed separately showed an increase in utrophin content when compared to the mdx group. 

The association of exercise and melatonin proved to be more efficient in morphology and in 

increasing the expression of utrophin. Conclusion: Both low-intensity aerobic exercise and 

melatonin improved the morphology of the psoas and cardiac muscles and also skeletal muscle 

function and when combined, these morphofunctional characteristics were even more 

expressive. 

Keywords: Duchenne muscular dystrophy, mdx mice, melatonin, low-intensity aerobic 

exercise, utrophin, satellite cells skeletal muscle, cardiac muscle. 
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1. Introdução 

Distrofia Muscular (DM) é um grupo de doenças genéticas mais frequente em 

todo o mundo. De um modo geral, devido a uma mutação genética, os músculos perdem 

o movimento voluntário e enfraquecem significativamente. Afetando 01 em cada 5.000 

meninos nascidos vivos a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), é a DM mais severa, 

que atinge o braço curto do cromossomo X, lócus xp21s, sub banda Xp212, responsável 

pela síntese da proteína distrofina, encontrada no sarcolema da membrana das fibras 

musculares (CAROMANO 1999; BONILLA et al. 1988). A distrofina é uma proteína 

localiza na membrana plasmática cuja forma é alongada, sua região carboxi-terminal se 

liga com o complexo de glicoproteínas da membrana celular e sua região amino-terminal 

interage com os filamentos de actina nas fibras celulares (GILLIS, 1996), mantendo a 

estabilidade da membrana celular, tornando-a resistente as forças mecânicas.  

A distrofina também é responsável pela ligação entre o citoesqueleto e a matriz 

extracelular através de um complexo formado com outras proteínas e em conjunto com 

glicoproteínas age na maturação dos receptores e na junção neuromuscular 

(MATSUMURA et al., 1993). A ausência dessa proteína na membrana celular causa 

rupturas, necroses, aumento dos níveis séricos de enzimas citoplasmáticas, aumento dos 

níveis de cálcio intracelular, o que ativa as proteases estimulando a degeneração das fibras 

musculares (DE BACKER et al., 2002; GILLIS, 1996; GLESBY et al., 1988). 

 O diagnóstico da DMD é feito através de exames clínicos tais como: biópsia 

muscular, dosagem da proteína Creatina Quinase (CK) e DNA (SANTOS, REZENDE, 

TERNI, et al. 2006). A dosagem da CK é um exame laboratorial mais comumente 

utilizado para diagnóstico da DMD.  Esta proteína é um importante marcador bioquímico 

pois, quando há lesões tanto no músculo esquelético como cardíaco, ela é liberada na 

corrente sanguínea, aumentando sua concentração sérica (FACHARDO, et al., 2004; 

CAROMANO, 1999; REED, 1996). Nos portadores de DMD é possível observar alta 

concentração desta proteína, devido às recorrentes lesões nas fibras musculares 

esqueléticas (THOMASSIAN et al., 2007; PASTORET; SEBILLE, 1995; GLESBY et 

al., 1988). Devido as lesões recorrentes, células satélites são constantemente ativadas para 

realizar o processo de reparo tecidual.  
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As CS são células mononucleadas não diferenciadas (indiferenciadas) que se 

localizam entre a lâmina basal e o sarcolema da célula muscular. Essas células 

normalmente estão em estado de quiescência (inativas) e são ativadas quando uma fibra 

muscular sofre algum tipo de lesão, sendo assim elas se proliferam, se diferenciam e se 

fundem na célula lesada podendo determinar hipertrofia ou hiperplasia, quando se fundem 

entre si. Durante as fases de ativação, proliferação e diferenciação são expressos fatores 

de transcrição miogênicas ou fatores regulatórios miogênicos (MRFs). Esses fatores 

podem ser utilizados como marcadores para identificação dessas células nas diferentes 

fases, como é feito na técnica de imunofluorescência, por exemplo. O Pax-7 é expresso 

durante a fase de quiescência e ativação das CS, Myod (Myf-3) e Myf-5 são expressos 

durante a fase de proliferação, já os MRF-4 e a miogenina (Myf-1) são expressos durante 

a fase de diferenciação  e fusão da CS (SIGOLI et al., 2022; QAISAR, 2021; SOUZA et 

al., 2015).  

Na DMD o processo de reparo é bem similar quando comparado a um músculo 

saudável, porém devido a fragilidade da membrana celular e as recorrentes lesões, as CS 

são recrutadas frequentemente passando por um ciclo contínuo de lesão e regeneração. 

Dessa maneira essas células acabam entrando em um processo de exaustão reduzindo o 

“pool” de células quiescentes. Normalmente, quando ocorre uma lesão algumas células 

são ativadas e se proliferam para realizar o processo de reparo, enquanto outras retornam 

ao “pool” de quiescência, caso haja uma nova lesão. Contudo, por apresentarem limitação 

na capacidade proliferativa, esses ciclos contínuos de degeneração e regeneração, 

observados em músculos distróficos,  levam ao envelhecimento das CS afetando todo o 

processo de reparo celular (FOSCHINI et al., 2004; RENAULT e t al., 2000). Os 

músculos distróficos são cada vez mais comprometido, na morfologia e função, com o 

passar do tempo. Contudo, existem alguns tratamentos que se mostrando promissores no 

retardo da evolução das alterações deletérias desse tecido, podendo assim, prolongar a 

sobrevida de portadores da DMD. 

O exercício físico é uma terapêutica importante e de baixo custo que vem sendo 

explorada na reabilitação de pacientes com DMD. Apesar de estudos mostrarem que o 

exercício físico pode ser uma ferramenta importante na reabilitação de músculos 

distróficos, existem controvérsias na literatura científica, pois esses autores se apoiam na 

premissa que portadores da DMD são mais susceptíveis à lesão e apresentam dificuldades 

importantes no processo de regeneração (CARAMANO, 1999), não podendo assim serem 
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submetidos a exercícios físicos. Já está documentado na literatura científica que, o 

exercício físico determina microlesões no músculo esquelético, e consequentemente 

aumenta o conteúdo da CK no sangue onde, os maiores picos de concentração são após 

24 a 72 horas (BAIRD, M.P., et al, 2012; UCHIDA, M.C., et al, 2009). Por outro lado, 

estudos mostram que a falta de atividade física pode determinar alterações na funcionalidade dos 

sistemas muscular, cardíaco e respiratório, dessa forma a prática de atividades físicas para por 

portadores da DMD, quando elaborada e programada de forma cuidadosa baseando-se em 

avaliações funcionais do paciente, pode ser fundamental para garantir uma melhor qualidade de 

vida. Estudos experimentais com camundongos mdx tem mostrado que o exercício físico de baixa 

intensidade aumenta a expressão de CS, da massa muscular, de força e melhora a citoarquitetura 

tecidual (SIGOLLI et al., 2022; PEDRAZZANI, P.; CORNACHIONE, A.S, 2021; 

MCGREEVY et al., 2015; ALEMDAROGLU, et al., 2015;  EAGLE, et al., 2002; DE 

LUCA et al., 2003; RENAULT e t al., 2000; BRUSSEE et al., 1997; WELLER et al., 1990). 

Paralelamente às terapias através de exercício físico, a DMD também é alvo de 

fármacos. O mais comum deles no tratamento de pacientes com DMD é o cortisol. Esta 

droga é capaz de reduzir significativamente o processo degenerativo das fibras 

musculares, mas, por outro lado, determina efeitos colaterais que podem restringir o 

indivíduo de realizar com êxito suas atividades de vida diária (BELLO, L. et al., 2015; 

REITTER, B., 1995). Atualmente, a melatonina vem se tornando foco de investigação no 

processo de regeneração muscular após lesão, porém, poucos são os estudos que 

relacionam os efeitos da administração exógena desta droga em músculos distróficos.  

A melatonina apresenta diversas funcionalidades no organismo, tais como: 

controle do ritmo circadiano, controle do sono, atua nos processos digestivos, tem ação 

antioxidantes e anti-inflamatórios, entre outras (CIPOLLA-NETO et al., 2014; 

TEODORO et al., 2014; PHILLIPSON, 2014; DEVAVRY et al., 2012; JOCKERS et al., 

2008; CARLONI et al., 2008; KIREEV et al., 2008; CAballero et al., 2008; GHOSH et 

al., 2007; BOUTIN et al., 2005). Já é sabido que durante a contração de músculos 

distróficos ocorre aumento do stress oxidativo (hiperoxidatividade) (Reid; Durham, 2002) 

fato este, que torna o tecido mais susceptível a lesões devido ao aumento significativo de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (RANDO et al., 2008). Visando o poder antioxidante 

e anti-inflamatório, estudo conduzido por Chahnouni e colaboradores (2010), mostrou 

que pacientes com DMD aumentaram a expressão de citocinas anti-inflamatórias 

(interleucinas1β, 2, 6 (IL-1β, IL-2, IL-6; fator de necrose tumoral -α (TNF-α)) após nove 
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meses de tratamento com melatonina. Chahnouni et al., (2010; 2011) observaram redução 

do stress oxidativo em paciente tratados por melatonina por 9 e 3 meses. Esses mesmos 

autores constataram redução significativa de marcadores de necrose muscular, como 

creatina quinase (CK) e mioglobinas.  

A administração exógena de melatonina tem mostrado aumentar o número de 

células satélites, melhorar a força e a morfologia tecidual de músculos esqueléticos 

normais, após exercício físico. Do mesmo modo, este fármaco tem mostrado ser efetivo 

no músculo distrófico aumentado a força redução dos níveis de CK e apresentando 

melhoras morfológicas estruturais dos tecidos do musculo esquelético de camundongos 

mdx (MEHANNA et al., 2017; STRATOS et al., 2012; HIBAOUI et al., 2011). 

  Esses estudos sugerem que a melatonina pode ser uma importante terapia na 

melhora da evolução das doenças em crianças portadoras da DMD. Contudo, são escassos 

na literatura científica estudos que abordam os efeitos benéficos do exercício de baixa 

intensidade associado ao tratamento da melatonina. 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

 Nosso objetivo foi analisar as características morfofuncionais e bioquímicas de 

músculos distróficos, esquelético e cardíaco, após tratamento com melatonina associada 

ao exercício físico de baixa intensidade.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Quantificar a força de pressão palmar de camundongos mdx que foram 

submetidos ao tratamento com melatonina e treino, através da técnica de grip strength; 

- Analisar a citoarquiterura dos músculos psoas e cardíaco de camundongos mdx 

que foram submetidos ao tratamento com melatonina e treino e seus respectivos controles, 

através da técnica de histologia básica; 

- Identificar e quantificar células satélites do músculo psoas de camundongos mdx 

que foram submetidos ao tratamento com melatonina e treino e seus respectivos controles, 

através da técnica de imunofluorescência. 



Efeitos do exercício físico associado à melatonina no músculo distrófico -  

 

25

- Quantificar o conteúdo da proteína utrofina no músculo cardíaco de animais mdx 

submetidos ao tratamento de melatonina e exercício e seus respectivos controles, através 

de técnica de Western Blotting. 

3. Revisão Da Literatura 

3.1 Músculo Esquelético  

3.1.1 Miogênese  

  O músculo esquelético em humanos, representa aproximadamente 40% da sua 

massa corporal, com funções estruturais, funcionais como movimento e locomoção, além 

de metabolismo energético (JUNG et al., 2019). Em vertebrados o músculo esquelético 

tem sua origem embrionária do dermomiótomo que é formado partir dos somitos 

derivados do mesoderma paraxial, com exceção os músculos craniofaciais e esofágicos 

que são formados a partir do mesoderma não segmentado (CARVALHO et al., 2019). 

 Durante as fases de diferenciação e desenvolvimento do músculo, são expressos 

alguns fatores de transcrição, conhecidos como fatores de regulação miogênica (MRF’s). 

Esses fatores são vias de sinalização para diferenciação e especificação das células 

mesodérmicas. Os MRF’s são os responsáveis diretos em regular a migração, 

proliferação, diferenciação e maturação das células progenitoras durante a formação do 

músculo. O Pax3 é expresso na fase do dermomiótomo, também conhecida como fase 

embrionária ou miogênica primária. Na fase miogênica secundária ou fetal a expressão 

do Pax3 reduz concomitante ao aumento da expressão Pax 7 e Myf-5 pelos mioblastos. 

A fusão dos mioblastos dará início a formação dos miócitos, que posteriormente irão se 

fundir caracterizando a fase neonatal, ainda dentro da fase miogênica secundária. Os 

miócitos irão se proliferar e expressar MyoD onde na fase de diferenciação, eles se 

fundem dando origem aos miotubos multinucleados que expressam Miogenina e MRF-4. 

Por fim, a fusão dos miotubos formará as fibras musculares que expressarão cadeia pesada 

da miosina embrionária (MHCemb), e consequentemente ao músculo esquelético 

(FIGURA 1) (QAISAR, 2021; CARVALHO et al., 2019; CHANG e KIOUSSI, 2018; 

CHAL e PORQUIE, 2017; SOUZA et al., 2015).  
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Figura 1. Fases de diferencição e desenvolvimento do músculo esquelético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 Durante a miogênese alguns mioblastos não se fundem dando origem as células 

satélites (CS), que permanecem no músculo adulto no estado de quiescência e irão 

participar diretamente do processo de reparo e desenvolvimento muscular pós-natal.  

3.1.2 Músculo esquelético adulto  

 O músculo esquelético adulto é um tecido de controle voluntário, responsável por 

transformar energia química em energia mecânica promovendo o movimento, respiração, 

postura, proteção dos órgãos vitais e temperatura corporal (CIELO et al., 2011; 

PIOVESAN et al., 2009; CHARGÉ e RUDNICKI, 2004). O músculo é constituído por 

fascículos de fibras musculares que são células alongadas, cilíndricas e multinucleadas, 

formadas por milhares de miofibrilas, as quais tem como menor estrutura funcional os 

sarcômeros. Os sarcômeros são formados por um conjunto de proteínas, sendo que as 

principais são as proteínas contráteis actina e miosina arranjadas em paralelo, o que dará 

a aparência estriada a fibra muscular. Essa organização estrutural das proteínas origina 

bandas e linhas verticais. A linha Z limita as extremidades do sarcômero que durante a 

contração se aproximam da linha M, localizada no centro, encurtando (contração) o 

mesmo e gerando movimento da fibra e do próprio músculo.  

 A contração muscular é dependente de um potencial de ação gerado por um 

neurônio motor tipo alfa que quando tem sua membrana despolarizada libera acetilcolina 
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(neurotransmissor) na fenda sináptica da junção neuromuscular. Através da ligação da 

acetilcolina no receptor ionotrópico do tipo nicotínico, ocorrerá a despolarização da 

membrana muscular. A inversão abrupta de polaridade irá atingir os túbulos T, que são 

prolongamentos transversais da membrana da célula, ligados ao retículo sarcoplasmático, 

também conhecido como cisterna de íons cálcio (Ca2+). O extravasamento de Ca2+ no 

citoplasma atingirá o sarcômero, onde se ligará à proteína troponina, que por sua vez sofre 

mudança conformacional e move a tropomiosina do sítio de ligação da actina, para que a 

miosina possa acoplar e formar as pontes cruzadas (GUYTON, 2011; SILVERTHORN, 

2010).  

 Para que todos os mecanismos envolvidos na contração muscular ocorram com 

sucesso, é importante a integridade da membrana e das estruturas que a compõe. A 

membrana celular, também conhecida como sarcolema, é essencial para a sobrevivência 

da célula, ela é formada por uma bicamada lipídica que interagem com proteínas 

estruturais, transportadoras e receptoras. As proteínas estruturais fazem a ligação do 

citoesqueleto, local onde se encontra o aparato contrátil, à membrana e matriz extracelular 

para manter sua forma, estrutura, e integridade celular durante a contração. A distrofina 

faz parte do grupo de proteínas estruturais e apresenta função importante tanto no 

desenvolvimento muscular quanto no reparo tecidual (DE BACKER et al., 2002; GILLIS, 

1996; GLESBY et al., 1988). 

 A distrofina é uma proteína de 427 kDa, codificada e sintetizada na região xp21, 

sub banda Xp212 do cromossomo X, encontrada no sarcolema das fibras musculares, 

apresenta forma alongada onde sua região carboxi-terminal se liga ao complexo de 

glicoproteínas da membrana celular, e sua região amino-terminal interage com os 

filamentos de actina, ligando o citoesqueleto com a matriz extracelular através um 

complexo de glicoproteínas (FIGURA 2). Todo esse arranjo é importante para manter a 

estabilidade, a estrutura e a forma da fibra muscular, tornando-a resistente as forças 

mecânicas. Além disso, a distrofina também tem ação na maturação dos receptores, em 

conjunto com glicoproteínas, e na junção neuromuscular (CAROMANO 1999; GILLIS, 

1996; MATSUMURA et al., 1993; BONILLA et al. 1988).  

 A falta ou deficiência da distrofina no sarcolema pode causar rupturas da 

membrana determinando aumento nos níveis de enzimas citoplasmáticas e de cálcio 

intracelular. O aumento de cálcio no citoplasma irá ativar proteases que levam a 

degeneração e até mesmo, necrose das fibras musculares (DE BACKER et al., 2002; 

GILLIS, 1996; GLESBY et al., 1988). 
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Figura 2. Imagem ilustrativa da interação da proteína distrofina entre citoesqueleto e matriz extracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

3.2 Alterações do músculo esquelético 

3.2.1 Lesão e Regeneração Muscular  

 Durante o processo de embrionário do desenvolvimento muscular uma 

subpopulação de mioblastos, não se diferencia e permanece associado a fibra muscular 

como célula satélite quiescente (CHARGÉ e RUDNICKI, 2004). 

 Em 1961 Alexandre Mauro descreve pela primeira vez as células satélites em 

estudos realizados em músculos de rãs. As CS são células mononucleadas indiferenciadas 

portanto são mioblastos que não se diferenciaram durante a miogênese embrionária e 

permaneceram associadas as fibras do músculo esquelético adulto entre o sarcolema e a 

lâmina basal em estado de quiescência até receberem um estímulo que irão ativá-las. Este 

estímulo pode ser do tipo lesão, remodelação ou crescimento. Quando ativadas as CS se 

proliferam até se diferenciarem em mioblastos, que posteriormente podem se fundir entre 

si dando origem a novas fibras ou se fundem ao local da lesão, reparando a fibra lesada. 

Durante todo este processo, assim como na miogênese, ocorrerá a expressão de fatores de 

regulação miogênica (MRFs). No início do ciclo de reparo, ou seja, na fase de proliferação 

das CS outra CS é gerada e retorna à quiescência reestabelecendo o “pool” de células 

entre o sarcolema e a membrana basal da fibra muscular, até que um novo estímulo as 
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ativem e reinicie novo ciclo de reparo (FOSCHINI et al., 2004; CHARGÉ e RUDNICKI, 

2004). 

 Devido a expressão dos MRFs é possível identificar as diferentes fases em que as 

CS se encontram no ciclo de regeneração. A Figura 3 ilustra as diferentes fases das CS 

após uma lesão muscular. Na fase de quiescência/ativação as CS expressam Pax7, na fase 

seguinte de proliferação é possível identificá-las através da expressão de MyoD e Myf-5 

e o reabastecimento do pool de CS no músculo. Já na fase de diferenciação é expresso a 

Miogenina e MRF-4. Por fim, quando já diferenciadas em mioblastos, esses irão se fundir 

entre si, dando origem a novas células (Hiperplasia) ou se fundirão na célula lesada, 

reparando o tecido danificado, podendo determinar hipertrofia da célula muscular 

(SIGOLI et al., 2022; ASFOUR, et al., 2018; ZANOU e GAILLY, 2013). 

 O processo de reparo realizado pelas CS também é dependente da integridade da 

membrana celular. Qualquer déficit, como ausência ou deficiência de proteínas estruturais 

poderão comprometer toda regeneração muscular, podendo até culminar em morte 

celular. Um exemplo clássico deste tipo de alteração é a Distrofia Muscular de Duchenne 

(DMD), caracterizada pela ausência da distrofina. 

 

Figura 3. Imagem ilustrativa das fases da célula satélite (CS) no processo de reparo do músculo esquelético.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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3.2.2 DMD e camundongos mdx 

 A ausência ou deficiências de proteínas no músculo esquelético podem determinar 

miopatias severas, tais como: Distrofia Muscular de Becker e de Duchenne, pela ausência 

parcial ou total da proteína distrofina; Miopatia Nemalínica, pela ausência da nebulina, 

entre outras. Contudo, a mais severa delas é a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), 

descrita pela primeira vez em 1868 por Guillaume Benjamin Amand Duchenne. A DMD 

é caracterizada pela ausência da proteína distrofina o que determina uma desestruturação 

da membrana da célula muscular, causando lesões e necroses progressivas. Nesta distrofia 

ocorre uma mutação na região Xp 21 do cromossomo X, determinando a ausência da 

síntese da proteína distrofina. Essa mutação pode ser espontânea ou hereditária, onde 01 

entre 03 casos dessa mutação ocorre espontaneamente, enquanto os demais são de caráter 

hereditário, herdados da mãe que é portadora do gene mutante, e que tem uma 

possibilidade de 25% de dar à luz a um menino afetado, e os memos 25% de dar à luz a 

uma menina portadora (JULIE et al., 2018; MCGREEVY et al., 2015) 

Atualmente a DMD acomete 1 a cada 5000 meninos nascidos vivos, os primeiros 

sintomas são identificados logo no início da vida da criança, pois apresentam dificuldades 

para começar a engatinhar e andar, posteriormente entre 3 e 5 anos, essas crianças 

apresentam dificuldades para deambular (normalmente nas pontas dos pés),  pular, correr, 

subir escadas, quedas recorrentes e dificuldades para se levantar apresentando o sinal de 

Gowers, que é caracterizado pela necessidade ficar em decúbito ventral e escalar o próprio 

corpo para conseguir ficar em pé. A DMD também é caracterizada pela fraqueza 

muscular, atrasos na coordenação motora, perda da deambulação (necessidade de cadeira 

de rodas e acamamento), implicação dos sistemas cardíaco e respiratório levando a óbito 

por insuficiência cardiorrespiratória por volta da segunda ou terceira década de vida. Sem 

qualquer tipo de tratamento o portador da DMD perde a capacidade de deambular por 

volta dos 10 anos de idade e desenvolvem cardiomiopatias por volta dos 16 e vão a óbito 

por volta dos 20 anos de vida (SIGOLI et al., 2022; PEDRAZZANI, P.; 

CORNACHIONE, A.S, 2019; MCGREEVY et al., 2015; ZATZ, 2002; GOWERS, W. R. 

1879). 

 Na tentativa de prolongar e oferecer uma melhor qualidade de vida para os 

portadores da DMD, alguns experimentos se fazem necessários, porém são inviáveis para 

os testes em humanos, pois há risco de acelerar e piorar o quadro da doença. No entanto 
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em 1980 na colônia de linhagem C57BL/10ScSn foi identificado o camundongo mdx com 

mutação espontânea, devido aos seus altos níveis de creatina quinase (CK). No ser 

humanos a mutação ocorre na região xp21 do cromossomo X, que é responsável pela 

codificação da proteína distrofina, já no camundongo mdx a região responsável por essa 

codificação é a região xp23 no mesmo cromossomo, e assim como nos humanos a 

mutação desta região determina a ausência da síntese distrofina no camundongo.  

Nos camundongos mdx também é possível observar outras alterações com 

características semelhantes às que ocorrem em humanos, como células com núcleos 

centralizados (ciclo lesão/regeneração), fibrose, necrose, perda da função muscular, entre 

outras. Apesar de apresentarem características semelhantes entre as espécies, nos 

camundongos a doença é menos severa e sua expectativa de vida é reduzida apenas em 

25% enquanto no ser humano afetado a expectativa de vida é reduzida em 

aproximadamente 75%. Outra característica que difere a evolução da doença entre eles 

(humanos e camundongos) é que entre a 3ª e a 6ª semana de vida, é possível observar no 

músculo esquelético de camundongos mdx maior pico de necrose, que se estabiliza 

durante 2 semanas, apresentando focos de regeneração e posteriormente, volta a progredir 

com mais degeneração. O músculo diafragma é uma exceção no avanço da doença no 

camundongo, tendo deterioração progressiva das fibras da mesma forma como ocorre em 

humanos afetados (SIGOLI et al., 2022; MCGREEVY et al., 2015; HIBAOUI et al., 

2011) 

3.2.3 Musculo Cardíaco na DMD 

 Como mencionado o músculo cardíaco também é foco de alterações 

morfofuncionais na DMD, que determinam disfunções severas no coração. A 

cardiomiopatia é a disfunção mais relatada em casos de DMD, geralmente é observada 

entre o meio e o final da adolescência, tendo uma apresentação clínica insidiosa, uma vez 

que os pacientes já estão em cadeira de rodas e não apresentam saúde física e motora para 

realizarem uma carga de trabalho cardíaca aumentada (MCNALLY et al., 2015). A 

incidência geral de cardiomiopatia pode chegar a 25% em portadores de DMD aos 6 anos 

de idade e 59% aos 10 anos (NIGRO et al., 1990). Geralmente, há a necessidade de um 

exame cardíaco detalhado nos pacientes com DMD para uma adequada identificação de 

seus problemas cardíacos (AMARIO et al., 2017), o que gera um atraso significativo não 

só no desenvolvimento de uma avaliação adequada quanto no início de um tratamento 
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farmacológico (MCNALLY et al., 2015). Portanto, para prevenir o aparecimento precoce 

da insuficiência cardíaca, sugere-se iniciar o tratamento antes que a disfunção ventricular 

seja detectada (ŁOBODA; DULAK, 2020).  

 O desenvolvimento da cardiomiopatia é inevitável em pacientes com DMD, 

decorrência da ausência da proteína distrofina, a qual desempenha o mesmo papel 

biológico tanto nas células musculares esqueléticas quanto nos cardiomiócitos 

(WALLACE; MCNALLY, 2009). Consequentemente, a falta de distrofina acaba 

resultando no aumento da vulnerabilidade estrutural dos cardiomiócitos, em instabilidade 

da membrana celular, na interrupção da homeostase do Ca2+, na produção exacerbada de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e em disfunção mitocondrial (WESTERING; 

BETTS; WOOD, 2015). O músculo cardíaco distrófico apresenta alterações em sua 

capacidade de batimento, as quais resultam não apenas da deficiência de distrofina dos 

cardiomiócitos, mas também de deficiências na expressão dessa proteína em células 

endoteliais, células do músculo liso vascular e fibroblastos, comprometendo o bom 

funcionamento cardíaco, o que leva a complicações cardíacas (ŁOBODA; DULAK, 

2020).  

 A alteração patológica do miocárdio ventricular na DMD é heterogênea, e 

provavelmente é resultado da combinação da perda de massa muscular miocárdica 

(atrofia) (LEE et al., 2014; MATSUOKA et al., 1986) e remodelação miocárdica 

secundária (dilatação ventricular e fibrose) (KONSTAM et al., 2011). No processo de 

remodelação tecidual cardíaca há uma associação entre a infiltração gordurosa secundária 

e o processo de fibrose no interior do tecido miocárdico (SILVA et al., 2007). Embora a 

cardiomiopatia na DMD seja convencionalmente abordada como cardiomiopatia dilatada, 

observa-se que os corações afetados nem sempre mostram aumento ventricular (GIGLIO, 

2006). Na verdade, alguns apresentam tamanho cardíaco pequeno a normal com parede 

ventricular significativamente fina (SU; RAMOS-PLATT; MENTEER, 2015; VAN DEN 

BERGEN et al., 2014; JEFFERIES et al., 2005). Assim sendo, tanto os ventrículos finos 

quanto os dilatados acarretam desvantagens, pois há um aumento do estresse da parede 

sem hipertrofia ventricular compensatória. 

 Outro assunto de extremo interesse relacionado à cardiomiopatia em portadores 

de DMD é a importância da proteína utrofina para melhoria cardíaca. A utrofina é um 

homólogo autossômico da distrofina que possui uma sequência gênica com alta taxa de 

identidade e similaridade com a mesma (N-terminal = 73% de identidade e 79% de 

similaridade; C-terminal = 72% de identidade e 78% de similaridade) (GUIRAUD; 
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ROBLIN; KAY, 2018). Ademais, o gene da utrofina codifica uma proteína com 80% de 

identidade (de aminoácidos) em relação à distrofina (GUIRAUD; ROBLIN; KAY, 2018). 

Fato interessante é que, diferentemente da distrofina, a utrofina é expressa de forma 

ubíqua no organismo (PERRONNET; VAILLEND, 2010), uma expressão que é anterior 

à da distrofina, e a qual auxilia no desenvolvimento e na regeneração do músculo 

esquelético (TINSLEY; DAVIES, 1993).  

 Durante o desenvolvimento dos primeiros músculos no ser humano, a utrofina é 

encontrada essencialmente no sarcolema, sendo progressivamente substituída pela 

distrofina até o nascimento, o que acarreta a ausência no músculo esquelético maduro, 

sendo sua expressão confinada à junção neuromuscular e à vasculatura (GUIRAUD; 

ROBLIN; KAY, 2018; OHLENDIECK et al., 1991). Sabe-se que em um homem adulto, 

a utrofina é expressa nos tecidos dos pulmões, rins, fígado e baço, também podendo ser 

encontrada em vasos sanguíneos em processo de regeneração (GUIRAUD; ROBLIN; 

KAY, 2018). Além disso, foi observado que em algumas miopatias, incluindo as 

distrofinopatias, a utrofina pode ser expressa no sarcolema (BLAKE; TINSLEY; 

DAVIES, 1996). Kennedy e colaboradores (2018) demonstraram que a utrofina pode 

retardar a progressão da patologia cardíaca em camundongos mdx, e que modulações em 

sua expressão têm o potencial de aumentar a qualidade de vida de todos os pacientes com 

DMD. 

 Sendo assim, a utrofina vem sendo alvo de investigações científicas como uma 

possível proteína que possa fazer o papel da distrofina, ausente na DMD, e assim, proteger 

o coração de disfunções severas que levam o portador ao óbito precoce.  

 

3.3 Recursos terapêuticos  

3.3.1 Não farmacológicos  

 A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) por se tratar de uma doença genética 

recessiva sem cura, tem despertado o interesse em estudos sobre os recursos terapêuticos 

que têm como foco retardar a sua evolução. Existem diversos estudos focados em buscar 

terapias que não façam utilização de fármacos, mas que possam retardar e até mesmo 

regredir a progressão da doença. Essas terapias têm como agente principal o exercício 

físico, que além de  ser uma terapia barata e muito eficaz na manutenção da saúde e na 

prevenção de doenças como doenças coronariana, obesidade, doenças respiratórias, 
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depressão e músculo esqueléticas, pelos seus diversos benefícios físicos e psicológicos 

que proporciona aos seus praticantes, como aumento de força, melhora da flexibilidade e 

mobilidade, controle do peso corporal, da hipertensão arterial e do diabetes tipo 2, 

manutenção e melhora da densidade óssea e da capacidade funcional, e nos processos 

cognitivos auxiliando na depressão e ansiedade (ZELIKOVICH, et al.; 2019; WU et al., 

2019; WILLIAMSON e PAHOR, 2010).  

 Porém o exercício físico de baixa intensidade como terapia não foi aceito com 

unanimidade e alguns profissionais da saúde hesitam em aplicar essa terapia em pacientes 

diagnosticados com DMD, por receio de piorar ou acelerar o processo de evolução da 

doença, pois a pratica de exercício físico pode causar um aumento de espécies reativas de 

oxigênio, de processos inflamatórios, rompimento de fibras musculares, necrose e 

apoptose celular, esses processos são importantes para o musculo sadio, por que ativam 

o processo de regeneração levando a hipertrofia e a formação de novas fibras musculares 

(miogênese), dando maior volume e força ao músculo (HYZEWICZ et al., 2015).  

 No músculo afetado pela DMD, esses processos e lesões podem causar maiores 

danos a estrutura muscular que já é debilitada, e por fim acelerar o progresso da doença, 

lembrando que os processos de regeneração da fibra muscular são efetuados pelas CS,  e 

esses ciclos de lesão e regeneração podem acelerar o estado de exaustão dessas células, 

reduzindo a sua quantidade e fazendo com aumente a expressão de tecido conjuntivo e de 

tecido adiposo no musculo, prejudicando os processos de contração muscular e reduzindo 

a força (função) pela perda de fibras musculares, contribuindo para o avanço da doença, 

levando a uma redução na qualidade e no período de vida do paciente. ( FONSECA et al., 

2012; CRUZAT et al., 2007; FERREIRA et al., 2007; FOSCHINI et al., 2004; 

RENAULT et al., 2000; CARAMANO, 1999). 

 Por outro lado, estudos com exercícios de baixa intensidade tem mostrado 

resultados positivos na melhora da condição de força e funcionalidade do musculo 

esquelético de humanos e de animais, como os camundongos mdx, modelo experimental 

da DMD. Esses estudos mostram que o exercício físico de baixa intensidade pode 

aumentar a expressão de células satélites que são responsáveis pelo processo de 

regeneração das fibras musculares trazendo também melhora na morfologia, 

funcionalidade e também tem se mostrado como um dos principais reguladores da 

plasticidade do músculo esquelético afetado, os estudos também mostraram melhora nas 

funções de contrações cardíacas e respiratórias sem alterações nos níveis de marcadores 

de estresse oxidativo o que acaba retardando a evolução da doença, determinando um 
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prolongamento e uma melhor qualidade de vida (SIGOLI et al., 2022; FRINCHI, et al., 

2021; ZELIKOVICH, et al.; 2019; PEDRAZZANI, P.; CORNACHIONE, A.S, 2019; 

RAMACCIOTTI e DO NASCIMENTO, 2001). O exercício físico de baixa intensidade 

pode sim ser uma terapia não invasiva com resultados positivos para os pacientes afetados 

pela mutação genética do cromossomo X, a DMD. 

Paralelamente à aplicação do exercício físico, existem fármacos que podem conter 

e minimizar a ação dos ROS devido ao seu alto poder antioxidante e anti-inflamatório, 

como a melatonina. 

3.3.2 Farmacológicos  

 As terapias mais comumente utilizadas são os tratamentos com recursos 

farmacológicos através de glicocorticoides, por serem classificados como potentes anti-

inflamatórios. A recomendação para iniciar o tratamento é durante a fase de platô (pico 

degenerativo) que está entre os 04 e 06 anos de idade, período que o paciente reduz o 

progresso motor. A medicação é capaz de frear a evolução da doença, promovendo um 

aumento de massa e força muscular (GUIRAUD e DAVIES, 2017; SALAS, 2014; DE 

LOS ANGELES BEYTÍA et al., 2012). 

 Os principais fármacos, da classe dos corticoides, utilizados para o tratamento da 

DMD são a prednisona e o deflazacorte. Estudos mostraram que eles foram capazes de 

prolongar a deambulação entre 02 e 05 anos a mais em pacientes tratados quando 

comparados aos não tratados. Além disso, foi observado melhora nas funcionalidades do 

cotidiano, da função pulmonar, manutenção da função cardíaca, redução da necessidade 

de cirurgias de escoliose, proporcionando melhor qualidade de vida aos pacientes tratados 

com esses medicamentos. Apesar de atingir o objetivo de retardar a evolução da doença, 

é preciso considerar que o uso contínuo desses glicocorticoides tem seus feitos colaterais, 

tais como: redução da altura, inchaço, aumento do risco de fraturas pela perda de 

densidade óssea (osteoporose), ganho de peso que também é resultado da redução da 

mobilidade, diabetes, catarata, insônia, distúrbios de comportamento (alterações de 

humor), gastrite, atraso na puberdade e hipertensão arterial, esses sintomas são 

característicos da síndrome de Cushing. (GUIRAUD e DAVIES, 2017; SALAS, 2014; 

DE LOS ANGELES BEYTÍA et al., 2012).  

Sendo assim, gradativamente mais cientistas estão em busca de outros fármacos 

que possam proporcionar resultados positivos frente a evolução da doença sem que 
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tenham efeitos colaterais tão expressivos, como os observados com os corticoides. A 

melatonina é um hormônio que vem sendo cada vez mais investigado como tratamento 

para portadores de DMD. Produzida principalmente pela glândula pineal, a melatonina 

também pode ser administrada de maneira exógena, como tem ocorrido em diversos 

estudos que procuram entender mensurar os efeitos benéficos da melatonina, alguns 

estudos utilizaram a melatonina exógena como um agente antioxidante e anti-inflamatório 

para prolongar a adaptação frente ao exercício em modelos experimentais e em humanos, 

e em estudos com músculos lesionados por esmagamento a melatonina reduziu a 

apoptose, acelerou a regeneração das células satélites, aumentou a força de contração e 

reduziu os marcadores inflamatórios, as alterações oxidativas e os danos aos tecidos. E 

apesar do uso crônico e da administração da melatonina por várias vias, não foram 

registrados efeitos colaterais clinicamente significativos nesses estudos (SOUZA ET AL., 

2022; PANYATIP ET AL., 2020; STACCHIOTTI ET AL., 2020, KLESZCZYNSKI ET 

AL. 2020). 

Estudos sobre a melatonina tanto endógena quanto exógena, mostram que ela tem 

a capacidade de mediar as ocitocinas pró-inflamatórias e neutralizar os radicais livres até 

mesmo antes que suas ações toxicas sejam executadas, atuando como doador de elétrons 

se transforma em um radical que além de detoxificar os radicais reativos, não sofre a auto-

oxidação na reciclagem redox. A ambiguidade do poder antioxidante da melatonina se dá 

pelos mecanismos de inibição da geração de espécies reativas de oxigênio e com ação 

direta sobre as espécies reativas, levando a formação de artefatos finais estáveis que serão 

posteriormente excretados majoritariamente pela urina (VAINER et al., 2021; SILVA, 

2016). 

É importante lembrar que a contração dos músculos afetados pela Distrofia 

Muscular de Duchenne promove um aumento do estresse oxidativo ou seja da 

hiperoxidatividade que é um aumento das espécies reativas de oxigênio (ROS), deixando 

o tecido muscular muito mais susceptível a lesões, porém estudos relacionados a Distrofia 

Muscular de Duchenne e a melatonina, mostraram que a melatonina foi capaz de 

aumentar a expressão de citocinas anti-inflamatórias (interleucinas1β, 2, 6 (IL-1β, IL-2, 

IL-6; fator de necrose tumoral -α (TNF-α)), e  reduzir os processos inflamatórios e 

hiperoxidativos em indivíduos afetados, o que retardou os processos degenerativos no 

músculo. Em modelos animais foi relatado a redução na expressão de creatina quinase 

(marcadores de necrose muscular), aumentou os níveis de glutationa e reduziu sua 
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concentração na forma oxidada/reduzida (glutationa oxidada/reduzida), elevando a 

capacidade da melatonina em recuperar o status redox, ou seja, o equilíbrio entre os 

agentes oxidantes e antioxidantes no musculo distrófico (SALUCCI et al., 2021; 

CHAHNOUNI et al.,2011; CHAHNOUNI et al.,2010; RANDO et al., 2008; REID; 

DURHAM, 2002). 

Dessa maneira acreditamos que os benefícios do exercício físico de baixa 

intensidade associado aos efeitos benéficos da melatonina, principalmente os efeitos 

antioxidantes e anti-inflamatórios, podem ser um tratamento muito promissor para os 

pacientes afetados pela DMD. Sendo assim, nossa hipótese é que a associação dos 

procedimentos (exercício e melatonina) irá proporcionar melhora nas características 

morfofuncionais e bioquímicas do músculo psoas e cardíaco.   

3.3.3 Farmacocinética e farmacodinâmica da melatonina 

A melatonina é um hormônio sintetizado e secretado principalmente pela glândula 

pineal, mas também existem secreções que ocorrem em outros órgãos e tecidos, como por 

exemplo, na retina, útero, medula óssea, plaquetas, leucócitos, trato gastrointestinal entre 

outros. (ELMAHALLAWY et al., 2020; BONOMINI et al., 2018; TORDJMAN, 2017; 

SLOMINSKI et al., 2012; REITER, 2003). A síntese da melatonina, ocorre inicialmente 

com a conversão do triptofano que é um aminoácido essencial. Presente na corrente 

sanguínea, o triptofano é “capturado” e sofre ação da enzima triptofano hidroxilase, que 

o converte em 5-hidroxitriptofano, o qual ira passar pela ação 5-hidroxitriptofano 

descarboxilase, sendo convertida em 5-hidroxitriptamina (Serotonina), a serotonina irá 

sofrer ação da arilakitamina-N-acetiltransferase (NAT) sendo convertida em N-

acetilserotonina, que por fim terá a ação da hidroxindol-O-metil transferase, e será 

convertida em N-acetil-5-metoxitriptamina que é a melatonina. (TORDJMAN, 2017; 

BONOMINI et al., 2018ANDERSEN. P, 2016; CLAUSTRAT et al., 2015; SLOMINSKI 

et al., 2012) (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema de síntese da melatonina a partir do triptofano. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A ausência de luminosidade, é o estímulo para produção de melatonina, a partir 

da glândula pineal. Esse estímulo, é detectado por células especializadas (células 

fotorreceptoras que despolarizam no escuro) (TOSINI et al., 2003), que transmitem esses 

estímulos pela via retino-hipotalâmica, até o núcleo supraquiasmático (NSQ), passando 

pelo gânglio cervical superior e, seguindo até a glândula pineal, onde ocorre todo o 

processo de síntese e secreção da melatonina. Já quando a luminosidade é detectada, a 

síntese de melatonina pela glândula pineal é suprimida, o que leva a queda nos níveis de 

melatonina circulante (KRAUSE et al., 1990; LEWY et al., 1980). Os níveis circulantes 

de melatonina no período claro e escuro, é respectivamente por cerca de 10 e 60 pg/ml, 

sendo a concentração no período claro muito baixa, podendo ser até indetectável, e no 

período escuro estará entre 10 e 20 vezes maior que no período claro, porém, com uma 

variabilidade individual de organismo para organismo. o pico de secreção ocorre entre as 

02h e 04h da manhã (BOTAS, 2014; CLAUSTRAT et al., 2015; REITER, 2003). 

Após ser sintetizada pela glândula pineal, a melatonina é imediatamente liberada 

para o líquido cefalorraquidiano e circulação sanguinea, não ficando armazenada na 

glândula pineal. Sendo uma molécula lipofílica, tem alta solubilidade a lipídios, sendo 

assim a melatonina atravessa facilmente as camadas celulares, podendo chegar 

rapidamente aos mais diversos tecidos (HARDELAND, 2009; SOUSA E CASTRO, 

2008; SILVA, 2005). Nos tecidos alvo, a melatonina poderá exercer suas ações mediada 
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pela interação com seus receptores MT1 e MT2, que são acoplados a proteina Gi, essa 

interação garante ações mais especificas, mesmo em quantidades mínimas de melatonina, 

potencializando a sua ação (SILVA, 2005). No entanto, por se tratar de uma molécula 

lipofílica, a melatonina nem sempre precisa se ligar aos receptores MT1 e MT2 para 

desempenhar sua respectiva função. Podendo assim, atravessar diretamente a bicamada 

lipídica da membrana celular, e interagir com a enzima quinona redutase II, 

(anteriormente conhecida como receptores MT3), e ainda com receptores nucleares 

ROR/RZR (receptores orfão para retinoide/ receptores Z para retinóides) (BOTAS, 2014; 

SLOMINSKI et al., 2012; HARDELAND, 2009; DUBOCOVICH et al., 2005).  

A metabolização da melatonina, ocorre principalmente no figado, que metaboliza 

cerca de 90% dos níveis que estão na circulação sanguínea, onde é hidrolizada e 

convertida em 6-hidroximelatonina pelo citocromo P450 1A2 (CYP1A2), 90% desse 

produto se liga ao ácido sufúrico e 10% se liga ao ácido glicurônico, o que vem a formar 

o 6-sulfatoximelatonina. Além do fígado, a melatonina também é metabolizada 

diretamente no cérebro sem passar por processos mediados por receptores, com reações 

envolvendo outros radicais livres formando a N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina 

(AFMK), e em seguida a N1-acetil-5-metoxiquinuramina (AMK), que são potentes 

antioxidantes, (BOTAS, 2014; MA et al., 2005; SILVA, 2005; RESSMEYER et al., 2003; 

SKENE et al., 2001). Essa capacidade dos metabólitos secundários da melatonia em 

neutralizar espécies reativas de oxigênio (EROs) e conhecida como reação em cascata da 

melatonina, pois uma única molécula pode neutralizar até 10 EROs ou espécies reativas 

de nitrogênio (ERNs) sucessivamente em comparação a outros antioxidantes clássicos, 

que tem a capacidade de eliminar apenas 01 ou menos ERO (TAN et al, 2015). 

O poder antioxidante da melatonina, se da pela sua ação contra os radicais livres,  

conhecidos como espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio 

(ERNs), liberadas principalmente durante a produção de adenosina trifosfato (ATP) na 

mitocôndria. A melatonina é descrita por ser um excelente doador de elétrons, que por sua 

vez irá neutralizar os radicais livres, diminuindo o potencial oxidante (SOUZA et al., 

2022; PANYATIP et al., 2020; ALVAREZ-ARTIME et al., 2020). Na ação receptor-

dependente, a melatonina interage com os receptores MT1 e MT2 que por sua vez 

estimulam enzimas antioxidantes como glutationa peroxidadase, glutationa redutase, 

superoxido dismutase e a enzima catalaze, que são enzimas que metabolizam as EROs 

(SOUZA et al., 2022, FERLAZZO et al., 2020). No sistema imune, a melatonina tem ação 
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no controle de produção de citocinas pró-inflamatorioas, as interleucinas 1 e 2 e fator de 

necrose tumoral (TNF), auxílio na defesa contra microorganismos, na ativação, 

proliferação e inibiçao de apoptose de glóbulos brancos entre outras diversas ações 

(SOUZA et al., 2022; ELMAHALLAWY et al., 2020; PAHECO et al., 2013). 

Após a metabolização no figado, a melatonina é excretada na urina na forma de 

6-sulfatoximelatonina, que é um exlente biomarcador pois reflete fielmente a atividade 

biossintética da glândula pineal. Além da 6-sulfatoximelatonina, cerca de 2% da 

melatonina circulante pode ser excretada na urina sem ser metabolizada ou seja na sua 

forma original (SOUZA et al., 2022; HARDELAND et al., 2009; NETO e CASTRO, 

2008; MA et al., 2006). 

4. Métodos 

 Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA nº 

4740230518) da Universidade Federal de São Carlos – UFSCar. 

 

4.1 Animais 

O estudo conta com a utilização de 24 animais mdx com 6 semanas de idade, 

adquiridos no Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP 

(CEMIB). A Faixa etária foi escolhida devido o músculo esquelético apresentar alterações 

morfofuncionais importantes (LOWE WILLIAMS et al. 2006), equiparando-se a idade 

de pacientes jovens com DMD (MATHUR, LOTT et al. 2010). Os animais foram 

divididos em 04 grupos: sendo um grupo controle (mdx), que não receberam nenhum tipo 

de manipulação, um grupo sedentário com Melatonina (mdxM), que receberam apenas a 

aplicação intraperitoneal de melatonina, um grupo treinado com melatonina (mdxTRM), 

esse grupo foi submetido a treinos de baixa intensidade e em seguida a aplicação 

intraperitoneal de Melatonina e um grupo treinado, esse grupo também foi submetido a 

treinos de baixa intensidade (mdxTR). Os animais foram alocados em caixas (gaiolas) 

(n=4) (Figura 5) no Biotério do Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade 

Federal de São Carlos (DCF-UFSCar) em ciclo invertido 12/12h, com livre acesso a água 

e a comida. As caixas (gaiolas) foram higienizadas de acordo com os procedimentos do 

Biotério.   
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Figura 5. Foto dos animais alocados em gaiolas. 

 

 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Treinamento 

 Os animais dos grupos treinados iniciaram as sessões de treinamento de baixa 

intensidade quando completaram 6 semanas de idade. O treinamento foi realizado em 

esteira motorizada sem inclinação. Os animais foram familiarizados com a esteira no 

início do treinamento. Antes de cada sessão eles passaram por um período de aquecimento 

de 2 minutos a uma velocidade de 7m/mim. Após este período os animais foram 

exercitados em baixa intensidade em uma velocidade entre 09 e10m/min durante 30 

minutos. Os treinamentos foram realizados 3x/semana até completarem 21 sessões de 

treinamento (GAIAD et al., 2017),  (Figura 6). 

 

FIGURA 6. Foto da esteira e dos animais em treinamento. 

 

4.3 Administração intraperitoneal de Melatonina  

Os animais dos grupos mdxTRM foram submetidos a injeções intraperitoneais 

logo após cada sessão de treinamento. Os animais do grupo mdxM foram medicados nos 
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mesmos dias que os animais do grupo mdxTRM porém, não foram submetidos ao 

exercício. A administração intraperitoneal (i.p.) contou com injeções de melatonina na 

dose de 30mg/Kg, assim como o estudo que obtiveram os melhores resultados 

submetendo os animais a essa dose de melatonina e aplicando via i.p. (HIBAOUI et al., 

2011) (Figura 7). A solução foi preparada semanalmente pela dissolução da melatonina 

em pó (Sigma Aldrich) em etanol (100%) e posteriormente diluída em solução salina 

(NaCl 0,9%) para administração. 

 

  FIGURA 7. Foto Aplicação de Melatonina intraperitoneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Teste de preensão palmar 

Como forma de medir a eficácia dos treinamentos e ação da melatonina nos 

camundongos, foram realizados testes de preensão nas patas dianteira dos animais por 

meio do aparelho grip strength da Insight. A aplicação dos testes ocorreu nos momentos 

pré-treino (antes do animal começar a treinar), e pós-treino (quando se encerrou o último 

treino do animal). Quanto à execução do teste, foram feitas três séries de cinco puxadas, 

e entre cada série um descanso de 1 minuto (KEELING et al., 2007). No fim de cada 

série, foi feita a média das forças de preensão das cinco puxadas, de modo que obtivemos 

três médias por animal ao final de cada teste (Figura 8). 

Após os procedimentos, os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg) 

e xilasina (100 mg/kg) e eutanasiados por decapitação. Para retirada do coração, foi feita 

uma incisão no tórax dos camundongos para acesso da caixa torácica. As costelas foram 

desinseridas do osso esterno e o órgão (músculo cardíaco) foi retirado. Já para retirada do 
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músculo psoas a incisão foi feita na região abdominal, onde os intestinos foram 

arrebatados, expondo o músculo para excisão.  

Já está bem estabelecido, na literatura científica que, músculos glicolíticos 

(predomínio de fibras tipo II) são mais acometidos pela DMD. O músculo psoas 

desempenha a função de estabilizar a coluna lombar e a articulação sacroilíaca (origem 

T12 a L5) além de, auxiliar na abdução e rotação lateral do quadril (inserção trocânter 

menor do fêmur). Na DMD este músculo é um dos mais afetados, determinando os 

primeiros sinais e sintomas no portador, que são: perda da deambulação, dificuldade de 

manter a coluna estabilizada, entre outros (ARBANAS, et al., 2009; WILLIAMS e 

NEWLL, 2005). Sendo assim, por se tratar de um músculo alvo da DMD, nosso estudo 

focou analisar suas características morfológicas frente aos procedimentos farmacológico 

e não-farmacológico. 

Após a retirada dos músculos, ambos congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados em freezer -80º C. A Figura 9 ilustra a linha do tempo relacionada aos 

procedimentos aplicados nos diferentes grupos. 

 

FIGURA 8. Foto do aparelho grip strength da Insight e do teste palmar em execução. 
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4.5 Histologia Básica  

Os fragmentos dos músculos esquelético (psoas) e cardíaco, previamente 

congelados, foram submetidos ao processamento histológico. Com auxílio do Criostato 

Leica CM 1850 UV a uma temperatura de -25ºC (Figura 10) as amostras foram 

seccionadas em cortes transversos, (espessura 6µm). Os cortes foram corados em 

Hematoxilina-Eosina (HE) para análise dos aspectos genéricos das fibras. A análise 

morfológica contou com a utilização de um microscópio de Luz. 

Figura 10. Foto da técnica de criotomia sendo realizada no criostato Leica. 

 

 

4.6  Imunofluorescência para distrofina e células satélite 

 Para confirmação da mutação dos animais mdx foi feita aplicação de anticorpo 

primário, Dys-ab15277 (1:400 - primário) e o Anti-Rabbit 488 (1:1000-secundário). Foi 

utilizado um animal wild type como controle positivo. 

Para identificação das células satélites está sendo utilizado o anticorpo primário 

Pax-7, para identificação de células quiescentes e ativas, (Sigma, 1:10) com secundário 

Alexa Fluor 488 e Miogenina (DSHB, 1:1) para identificação de células em diferenciação 

e fusão com com secundário Alexa Fluor 488. Essas marcações são feitas juntamente com 

o anticorpo primário para laminina para localização das CS (1:200) com secundário Alexa 

Fluor 647. As lâminas são montadas com meio de montagem com DAPI para corar os 

núcleos em azul. Para quantificação das células foram utilizadas imagens capturadas pelo 

equipamento ImageXpress XLS System (Molecular Device). A contagem das células e 

fibras foram feitas através do programa Image J, onde foram contadas todas as CS abaixo 

da laminina com dupla marcação para Pax-7 ou miogenina com seu respectivo núcleo. 

Nas mesmas imagens foram contadas as fibras musculares para posteriormente realizar a 

relação CS/fibra. 
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4.7 Western Blotting para utrofina no músculo cardíaco 

Uma parte do músculo cardíaco (30mg) foi homogeneizada em tampão de 

extração composto por 1 M Tris-HCl pH 7.4; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA pH 8.0; 0,001 

Mdodecilsulfato de sódio (SDS); 0,1% de inibidores de fosfatase; 0,2 M ortovanadato de 

sódio (Na3VO4); 0,25 M fluoreto de sódio (NaF); 0,0005 M pirofosfato de sódio 

(Na4P2O7) e inibidores de proteases (AMRESCO). A homogeneização foi feita através 

do equipamento FastPrep (FastPrep-24; MP) com a utilização de tubos de 2 ml (FastPrep 

Tubes; código 5076-400; MP) contendo beads de alumínio (3 ciclos de 30 segundos a 4 

m/s). Posteriormente, os tubos contendo os tecidos homogeneizados foram centrifugados 

(Centrifuge 5430 R; eppendorf) por 15 minutos a 4 °C e 13000 rpm, e o sobrenadante foi 

coletado e armazenado em freezer a -80 °C para posterior quantificação. A quantificação 

proteica foi determinada por meio de ensaio colorimétrico de ácido bicinconínico (BCA) 

seguindo instruções do fabricante (Thermo Scientific). As proteínas foram misturadas ao 

tampão de Laemmli e fervidas a 100 ºC por 5 minutos. Alíquotas contendo 25 µg de 

proteína de cada grupo foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 4% 

(SDS-PAGE) (80 V; 1h40) e transferidas para membranas de PVDF (Immun-Blot PVDF 

Membranes; código 1620177; Bio-Rad) (400 mA; 2h40). A transferência foi confirmada 

através do corante Ponceau S. Posteriormente, foi feito o bloqueio das membranas 

(bloqueio de ligações inespecíficas) com tampão Tween-TBS (140 mM de NaCl; 2,6 mM 

de KCl; 25 mM de Tris pH 7.4 e 0,05% de Tween-20) em 5% de leite desnatado por 1 

hora (4 ºC em agitação). O ensaio de Western Blotting foi realizado utilizando-se o 

anticorpo primário anti-utrofina (400 kDa; 1:50; Mancho3; código 8A4; DSHB) 

(incubação overnight). Vinculina (~125 kDa; 1:5000; ab73412, Abcam) foi utilizado 

como controle de carregamento (normalização). No dia seguinte, as membranas foram 

lavadas com Tween-TBS (3x de 5 minutos cada) e incubadas com anticorpos secundários 

específicos conjugados com HRP (horseradish peroxidase; 1:10000; Abcam) durante 1 

hora, a 4 ºC, sob agitação. Posteriormente, as membranas foram reveladas através de 

reagente quimioluminescente (Clarity TM Western ECL Substrate; Bio-Rad). As bandas 

foram visualizadas no equipamento ChemiDoc TM XRS (Bio-Rad) e quantificadas por 

análise densitométrica (semi-quantitativa) por meio do software ImageJ Fiji (versão 

1.53c) (SCHINDELIN et al., 2012). 
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4.8 Estatística 

Estatística para teste de preensão palmar e células satélites. 
 

Os dados foram analisados utilizando modelos lineares generalizados (McCullagh 

e Nelder, 1989). Múltiplas comparações foram realizadas por contrastes ortogonais. Para 

cada um dos modelos lineares, a normalidade dos resíduos foi verificada por meio de 

gráficos de probabilidade normal. Todas as análises estatísticas foram realizadas no 

software SAS versão 9.4 e os gráficos no software R. Utilizou-se um nível de 

significância de 0,05. Essa análise contou com a colaboração da Profa. Dra. Daiane Leite 

da Roza do Departamento de Epidemiologia - Faculdade de Saúde Pública - Universidade 

de São Paulo. 

 

Estatística para Western Blotting 

 Na análise estatística foi utilizado o programa GraphPad Prism (versão 8.0.2; 

GraphPad Software, www.graphpad.com). Para os achados semi-quantitativos da 

proteína utrofina (Western Blotting) no músculo cardíaco foi aplicado o teste de variância 

ANOVA de uma via (One-Way) com posthoc de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram 

considerados com significância estatística. 

5. Resultados 

5.1 Teste Preensão Palmar 

 A figura 11 mostra as médias do teste de preensão palmar nos grupos mdxTR e 

mdxTRM, nas situações de pré e pós procedimentos (treino e melatonina). O exercício 

físico mostrou induzir um aumento da força de preensão palmar nos animais após 21 

sessões de treinamento aeróbico de baixa intensidade, porém quando associado às 

aplicações de melatonina a força foi significativamente maior (mdxTR(pós) x 

mdxTRM(pós), p<0,05), ou seja, os animais que apenas treinaram não tiveram um 

aumento de força, em relação a situação pré-, tão expressivo quanto os animais treinados 

e submetidos a melatonina (mdxTR(pós) x mdxTR(pré), p<0,33; (mdxTRM(pós) x 

mdxTRM(pré), p<0,05).  
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 Figura 11. Gráfico teste de preensão palmar. 

*mdxTRM pós > mdxTRM pré (p<.0001); Δ mdxTR pós < mdxTRM pós (p= 0.0003) 

5.2 Histologia Básica dos Músculos Esquelético e Cardíaco 

A Tabela 1 mostra as principais alterações morfológicas encontradas no músculo 

psoas dos animais mdx dos diferentes grupos analisados. O grupo mdx apresentou 

diversas alterações citoarquiteturais, tais como: aumento de tecido conjuntivo, 

centralização nuclear, fibras basofílicas, infiltrado inflamatório, necrose, entre outras. 

Após os animais serem submetidos aos procedimentos, foi possível observar uma 

atenuação dessas alterações. Nos grupos mdxTRM e mdxM a redução do tecido 

conjuntivo foi o que mais se destacou quando comparado aos grupos mdx e mdxTR e 

ainda, houve redução quantitativa de fibras basofílicas no mdxTRM. No aspecto geral das 

lâminas coradas em HE o grupo mdxTRM também mostrou melhor organização tecidual, 

como mostra a Figura 12.  

 

 

 

 

 

* 

Δ 
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Tabela 1 - Alterações morfológicas do músculo psoas dos grupos estudados. 

Alterações mdx mdxM mdxTRM mdxTR 

Aumento de Tecido Conjuntivo 100% 67,4% 67,4% 83,3% 

Centralização Nuclear 100% 100% 100% 100% 

Fibras Basofílicas 67,4% 67,4% 50,0% 83,3% 

Infiltrado inflamatório 100% 100%* 100%* 100%* 

Necrose 100% 100%* 100%* 100%* 

Splitting 100% 100% 100% 100% 

Variação de Tamanho 100% 100% 100% 100% 
% referencia o número de camundongos que apresentaram anomalia no grupo 
*representa menos de 5% das células. 
 
Figura 12. Fotos do músculo psoas corados em Hematoxilina e Eosina (HE). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A - Grupo mdx: Alterações morfológicas expressivas foram observadas no músculo psoas dos 
camundongos, tais como: Aumento de tecido conjuntivo (tc), centralização nuclear (cn), fibras basofílicas 
(fb), infiltrado inflamatório (if  ) necrose (ns), Splitting (sp) e variação no tamanho das fibras (tf). B - 
Grupo mdx treinado, C - Grupo mdx melatonina e D - Grupo mdx treinados com melatonina : 
apresentaram melhora na citoarquitetura do tecido muscular após os procedimentos com melatonina e 
exercício, centralização nuclear (cn) e Splitting (sp). 

 

Já no músculo cardíaco a ausência da distrofina mostrou determinar alterações 

morfológicas de caráter degenerativo mais evidentes do que no musculo esquelético. Na 

Figura 13A é possível observar que o grupo mdx apresenta alterações citoarquiteturais 

importantes, tais como: aumento de tecido conjuntivo, infiltrados inflamatórios, necrose 
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e alteração da morfologia da célula. Após as 21 sessões de treinamento de baixa 

intensidade, essas alterações mostraram-se mais expressivas no grupo mdxTR (Figura 

13B), quando comparadas ao grupo sedentário (mdx). 

Contudo, é notável a melhora das características citoarquiteturais nos animais que 

foram submetidos as doses de melatonina, independente do treino aeróbico de baixa 

intensidade (mdxM e mdxTRM) (Figuras 13C e 13D) 

  Figura 13. Fotos dos músculos cardíacos corados em Hematoxilina e Eosina (HE). 

 

A - Grupo mdx: corte histológico de um animal representando o músculo cardíaco com Duchenne, o qual 
apresenta uma área de tecido conjuntivo (tc), com infiltrado inflamatório (if) e necrose (ns); B-Grupo 
mdxTR: observamos uma grande área de tc com if e ns; C-Grupo mdxM: observação de fibras 
organizadas, sem a presença de tc, if ou ns; D-Grupo mdxTRM: observação de fibras organizadas, sem a 
presença de tc, if ou ns. 
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5.3 Imunofluorescência 

5.3.1 Distrofina no músculo psoas 

Para certificação da ausência da distrofina nos animais mdx foi realizada a técnica 

de imunofluorescência para distrofina. Como controle positivo foi utilizado o músculo 

psoas de camundongo wild-type (Figura 14). 

Figura 14. Fotomicrografias de lâminas processadas com anticorpo para distrofina. 

A – Imunomarcação para distrofina no músculo psoas de camundongo wild-type. B – Ausência de marcação 
para distrofina no músculo psoas de camundongo mdx. 

 

5.3.2 Células Satélites no músculo psoas 

A Figura 15 ilustra através da técnica de imunofluorescência com anticorpo pax-

7 as células satélites quiescentes e ativadas (verde) no tecido muscular esquelético. Como 

era esperado, após o treinamento houve aumento quantitativo das CS no músculo psoas 

desses animais distróficos (mdx x mdxTR, p < 0.05), sugerindo aumento de lesão 

muscular (Figura 16).  Do mesmo modo esperávamos que as aplicações de melatonina 

intraperitoneal determinariam redução das CS. Contudo, é possível observar que os 

grupos submetidos as doses de melatonina não apresentaram diferenças quando 

comparados aos respectivos controles (mdx x mdxM; mdxTR x mdxTRM, p > 0.05) 

(Figura 16). 
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Figura 15. Fotomicrografia de cortes transversais do músculo psoas de camundongos mdx 
marcados com o anticorpo para Laminina, PAX7 e sobreposição do DAPI para marcação dos núcleos. 

Grupo mdx com poucas marcações de CS. Grupo mdxM. Também apresentou poucas marcações de CS. 

Grupo mdxTR e grupo mdxTRM, apresentaram um número maior de marcações de CS. Marcação em 

vermelho (laminina), verde (PAX7) e em azul (núcleo); setas brancas apontando para as células satélites 

(PAX7), barra de escala 100µm.  

Figura 16. Quantificação de células satélites em fase de quiescência e ativação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os grupos mdx e mdxM apresentaram uma menor quantidade de CS quando comparados aos 
grupos treinados. Os grupos mdxTR e mdxTRM que fizeram 21 seções de treinamento apresentaram maior 
conteúdo de CS, porém o grupo que apresentou um aumento significativo em relação ao grupo mdx foi o 
grupo mdxTR*.  
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A Figura 17 ilustra a imunomarcação das CS através do marcador F5D (miogenina 

- verde). A análise quantitativa, das CS na fase de diferenciação e fusão, não mostrou 

diferença entre os grupos estudados (Figura 18).  

Figura 17. Fotomicrografia de cortes transversais do músculo psoas de camundongos mdx marcados com 
o anticorpo F5D (miogenina) e com sobreposição do DAPI para marcação dos núcleos. 

Os grupos mdx e mdxM, apresentaram poucas marcações de CS. Já os grupos mdxTR e grupo mdxTRM, 
apresentaram um número pouco maior de marcações de CS. Marcação em vermelho (laminina), verde 
(miogenina) e azul (núcleo); setas brancas apontando para as células satélites na fase de diferenciação e 
fusão (miogenina), barra de escala branca 100 e 50µm  

Figura 18. Quantificação de células satélites em fase de diferenciação e fusão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os grupos mdx e mdxM apresentaram maior quantidade de CS em fase de fusão e diferenciação do que 
os grupos treinados mdxTR e mdxTRM. Porém não possível observar diferença estatística na 
comparação em nenhum dos grupos 
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5.4 Conteúdo Proteico de Utrofina no Músculo Cardíaco 

Após a realização da técnica de Western Blotting, foi possível observar, mesmo 

sem significância estatística, aumento da utrofina em todos os grupos que foram 

submetidos aos procedimentos quando comparado ao grupo mdx, destacando-se mais 

uma vez, o grupo que teve a associação de ambos (mdxTRM) (Figura 19).  

Figura 19. Conteúdo de proteína utrofina presente no músculo cardíaco dos grupos em estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Western Blotting para a proteína utrofina (imagem representativa da membrana de blot e gráfico da semi- 
qauntificação). Observamos que o treinamento aeróbio de baixa intensidade associado à aplicação de 
melatonina aumenta o conteúdo de utrofina no músculo cardíaco de camundongos mdx. A vinculina foi 
utilizada como controle de carregamento (normalizador).  

6. Discussão 

Que a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) não tem cura, é um fato 

amplamente conhecido pelo mundo científico. A progressão da DMD impacta de maneira 

expressiva em meninos portadores na faixa etária entre 7 e 12 anos (BELLO et al., 2016; 

FOWLER, et al., 2018). O exercício aeróbico vem sendo sugerido como uma terapia 

importante para esses pacientes, pois, mostram resultados benéficos para membros 

inferiores e superiores, além da melhora cardiovascular e pulmonar a longo prazo 

(ALEMDAROGLU et al., 2015; JANSEN et al., 2013). Além disso, já está documentado 

que o exercício aeróbico de baixa intensidade também melhora as características 

morfofuncionais de animais mdx, modelo experimental da Distrofia Muscular de 

Duchenne (SANTOS et al., 2022; SIGOLI et al., 2022; FRINCHI, et al., 2021; 

ZELIKOVICH, et al.; 2019; PEDRAZZANI, et al., 2019). 
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Outras terapias, como as farmacológicas, também são amplamente investigadas e 

aplicadas em busca de aumento na qualidade e na sobrevida desses portadores. 

Atualmente, os glicocorticóides são os mais utilizados como terapia farmacológica com 

objetivo de retardar a progressão da doença, levando os indivíduos a uma sobrevida 

maior, porém, com efeitos colaterais importantes pelo uso prolongado, como já foi citado 

neste trabalho. Em busca de minimizar os efeitos colaterais de cortocóides e um melhor 

resultado morfofuncional para os músculos esquelético e cardíaco, a melatonina vem 

sendo explorada no âmbito científico como uma terapia alternativa, pois seus efeitos 

colaterais são mínimos ou até mesmo ausentes (HIBAOUI et al., 2011; Mc CORNICK; 

VASILAKI, 2018). Contudo, não há relatos de estudo que associem ambas as terapias, 

melatonina e exercício aeróbico de baixa intensidade como terapia para o tratamento da 

DMD. Nesse estudo mostramos que a interação dessas terapias pode trazer melhoras para 

o músculo esquelético e cardíaco de camundongos mdx.  

6.1 Os efeitos da melatonina associada ao exercício aeróbico de baixa 

intensidade no músculo esquelético 

Nossos dados para teste funcional (preensão palmar) mostraram melhora 

significativa na força após 21 sessões de treinamento aeróbico (fase pós-treino) quando 

comparado com a fase pré-treino. Notoriamente, o grupo submetido a aplicações de 

melatonina se sobressaiu em relação ao grupo apenas treinado, mostrando maior força de 

pressão palmar. Por se tratar de um estudo novo não existe na literatura científica 

referências da associação dessas terapias que corroboram com nossos achados, porém 

estudos com essas terapias aplicadas de forma individualizada mostraram resultados 

similares aos aqui encontrados (SANTOS et al., 2022; ZELIKOVICH, et al., 2019).  

Outro achado importante observado em nosso estudo, que pode justificar a 

melhora funcional, foi a melhora na morfologia do músculo psoas. Ambos os 

procedimentos impostos aos animais (melatonina e treino aeróbico de baixa intensidade), 

de maneira independente, mostraram ser efetivos na reestruturação tecidual, porém, 

quando associados os achados citoarquiteturais foram mais homogêneos e com menores 

alterações. Como já citado o exercício aeróbico de baixa intensidade tem mostrado ser 

importante no reestabelecimento da morfologia muscular. Já é sabido que o exercício 

aeróbico aumenta a expressão da proteína PGC-1, via da síntese da utrofina, proteína 

homóloga a distrofina, que tem função importante na estabilização da membrana celular. 
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Existem estudos referentes que observaram aumento da utrofina, no músculo esquelético 

após aplicação do exercício físico como terapia (SU e SONG, 2022; GUIRAUD et al., 

2018; GORDON et al., 2014). Apesar deste estudo não ter quantificado a PGC-1 nem a 

utrofina, nossa hipótese, baseada na literatura e estudos prévios do nosso grupo de 

pesquisa, é que essa via esteja influenciando na proteção celular (SANTOS et al., 2022; 

SIGOLI et al., 2022; FARIA et al., 2022; FRINCHI, et al., 2021; ZELIKOVICH, et al.; 

2019; PEDRAZZANI, et al., 2019).  

No músculo esquelético, a melatonina preserva a função mitocondrial e na DMD 

é possível observar disfunções importantes que aumentam de maneira exponencial, como 

as ERO. Além disso, estudos mostraram que a melatonina é capaz de regular a 

homeostase do cálcio (SALUCCI et. Al., 2017; 2016; YEUNG et al., 2008; GOMEZ-

PINILLA, et al., 2008). Essas afirmações podem justificar a redução observada em 

células basofílicas no grupo treinado e submetido as doses de melatonina neste estudo. 

Células basofílicas são aquelas que apresentam um citoplasma ácido e um dos 

desencadeantes é o excesso do influxo de cálcio intracelular. Na coloração de H.E a 

hematoxilina, por ser um corante básico, cora meios ácidos, por este motivo o citoplasma 

das células basofílicas apresentam-se roxeados. Assim como no exercício de baixa 

intensidade, a melatonina também mostra ser um fator estimulante da biogênese 

mitocondrial, um potente antioxidante e anti-inflamatório, via PGC-1 (STACCHIOTTI 

et al., 2020).  

Apesar da literatura científica não reportar estudos que tenham analisado 

músculos distróficos submetidos a treinos aeróbicos de baixa intensidade e doses 

exógenas de melatonina, estudos que envolvem análises dos procedimentos isolados 

mostram que ambos tem grande potencial de ativação de via PGC-1, o que pode sugerir 

que quando aplicados em associação podem potencializar os efeitos antioxidantes, anti-

inflamatórios e assim, melhorar a estruturação e estabilização da membrana celular, 

justificando nossos achados para redução de alterações morfológicas e reestabelecimento 

da força de preensão.  

Outros alvos do exercício aeróbico de baixa intensidade e da melatonina que 

podem favorecer o restabelecimento morfofuncional muscular, são as células precursoras 

de miogênese, também conhecidas como células satélites. Nosso grupo de pesquisa vem 

investigando os efeitos do exercício aeróbio de baixa intensidade na população de células 
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satélites durante ativação, fusão e diferenciação das mesmas no processo de reparação de 

músculos distróficos. Em estudo recente, observamos aumento no número de células 

satélites (CS) ativadas (expressão Pax-7) no músculo psoas de camundongos mdx, após 

37 sessões de exercício aeróbio de baixa intensidade (SIGOLI, et al., 2022). Esse achado 

corrobora com nossos atuais achados, mesmo após 21 sessões de exercício. O aumento 

de CS ativas já era esperado, independente se o músculo é distrófico ou normal, após 

situações de estresse, como o exercício físico. Nos casos de músculos distróficos o dano 

muscular é crônico, independente do exercício, e essas lesões constantes determinam 

ativação recorrentes do ciclo de degeneração-regeneração, ativando inúmeras vezes CS, 

podendo levá-las a exaustão (SIGOLI, et al., 2022; MEADOWS, et al. 2011; JIN, et al., 

2000).  

Positivamente, é possível observar que o aumento dessas células pode estar 

relacionado ao desempenho normal de suas funções, após situações de estresses. 

Contudo, não sabemos a longo prazo se as lesões determinadas pelo exercício físico, 

mesmo que de baixa intensidade, possa levar a exaustão completa dessas células e o 

músculo vir a perder sua capacidade regenerativa. Por outro lado, não observamos 

aumento na expressão de CS em diferenciação (fase que libera miogenina como fator de 

transcrição miogênico). Uma hipótese que pode justificar os dados para miogenina é 

baseada em estudos que afirmam que este fator de transcrição é expresso 

temporariamente na fase de diferenciação e além disso, esta fase é acelerada em músculos 

distróficos, ou seja, as células musculares são reparadas em menor tempo, devido a 

constância na ativação do ciclo degeneração-regeneração, quando comparado aos 

músculos normais, apresentando assim, uma morfologia mais adequada ao tecido 

(YABLONKA-REUVENI e ANDERSON, 2006; WHITE et al., 2000; SABOURIN et 

al., 1999).  

Curiosamente, estudo afirma que a miogenina não é essencial na viabilidade da 

regeneração do músculo de camundongos mdx. Após, 6 meses de nocautear o gene para 

miogenina em camundongos mdx, observaram que os camundongos não apresentaram 

alterações fenotípicas, mantiveram peso corporal e exibiram mobilidade normal quando 

comparados aos animais selvagens. Esses autores também submeteram esses animais mdx 

ao treino de alta intensidade para analisar a fadiga muscular. Foi identificado que os 

animais mdx-miogenina- são mais propensos a exaustão quando comparados aos animais 

selvagens, porém mais resistentes aos animais mdx-miogenina+. Sendo assim, eles 

acreditam que a falta de distrofina neste contexto genético misto causa trauma muscular 
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suficiente em camundongos adultos mdx, limitando assim a sua resistência ao exercício 

e que a manutenção e regeneração muscular ocorrem normalmente após o exercício de 

animais adultos sem miogenina sugerindo que, a miogenina não desempenha um papel 

crítico durante a manutenção do músculo esquelético adulto (MEADOWS, 2010). Esses 

achados podem justificar nossos resultados para miogenina após exercício de baixa 

intensidade. 

Em busca de potencializar os efeitos benéficos do exercício de baixa intensidade 

frente as CS e conter aqueles que podem estimular o fenótipo da doença, como aumento 

de inflamação e de ERO, nosso estudo contou com doses de melatonina visando seu poder 

anti-inflamatório e antioxidante. Chahbouni et al, (2020) observaram normalização 

plasmática de citocinas pró-inflamatórias e do estresse oxidativo em pacientes portadores 

da DMD, após tratamento com melatonina. Nossos resultados mostraram que a 

melatonina associada ao exercício de baixa intensidade reduziu o número de CS na 

expressão de Pax-7, porém, essa diferença não apresentou significância “estatística” 

quando comparada aos grupos mdx e mdxTR. Contudo, clinicamente esse achado pode 

ser importante, pois sugere que a melatonina possa ter mediado um efeito protetor ao 

músculo, ou seja, impedindo mais danos teciduais durante a execução do exercício. Essa 

hipótese pode ser fortalecida pelos nossos resultados da morfologia e da função muscular, 

que se apresentaram nitidamente melhores quando comparados aos outros grupos.  

A associação da melatonina com exercício de baixa intensidade ainda é um 

procedimento com poucos ou nenhum resultado científico quando se trata de análise 

quantitativa de células satélites. Contudo, existem evidências consideráveis que apoiam 

os efeitos benéficos da melatonina na função do músculo esquelético em lesões 

traumáticas agudas ou doenças metabólicas, onde a melatonina atua positivamente na 

regeneração muscular e previne a disfunção mitocondrial. Músculos sarcopenicos 

mostraram melhora significativa na função, trofismo, morfologia e redução de CS após a 

associação de melatonina e exercício aeróbico em esteira (MONKHONG et al., 2023; 

TEODORO, et al., 2014; STRATOS, et al., 2012). Esses estudos corroboram 

parcialmente com nossos achados, pois também observamos resultados positivos no 

quesito morfofuncional e para CS após a interação dos procedimentos, porém não 

podemos nos apoiar totalmente nesses estudos, já que esses animais sarcopenicos 

apresentam a proteína distrofina na membrana. Por outro lado, o exercício e a melatonina 

podem estar estimulando a via PGC-1, que por sua vez ativa a via da síntese da utrofina 
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determinando estabilização da membrana e consequentemente, menos lesão e menor 

recrutamento de células satélites. 

6.2 Os efeitos da melatonina associada ao exercício aeróbico de baixa 

intensidade no músculo cardíaco 

Assim como o músculo esquelético, o músculo cardíaco também é afetado pela 

ausência da proteína distrofina na DMD. Essa ausência leva os pacientes a desenvolverem 

cardiomiopatias que podem levá-los a óbito, por insuficiência cardíaca (KENNEDY et 

al., 2018; BIRNKRANT DJ et al., 2016). Assim como mencionado acima no tópico para 

o músculo esquelético, a utrofina, proteína homóloga a distrofina, também exerce um 

papel semelhante na estabilização e estruturação das fibras musculares cardíacas durante 

o processo mecânico de contração muscular (SU e SONG, 2022; GUIRAUD et al., 2018; 

KENNEDY et al., 2018; GORDON et al., 2014). Porém, a utrofina está presente apenas 

na fase inicial de desenvolvimento muscular, após essa fase, no músculo adulto (maduro), 

a utrofina é paulatinamente substituída pela distrofina no sarcolema (GUIRAUD et al., 

2018; GUIRAUD et al., 2015; CLERK A, et al., 1993; OHLENDIECK et al., 1991). 

Grady et al., (1997) afirmam que a utrofina aumenta no músculo dos camundongos mdx 

como um efeito protetor pela ausência da distrofina. 

A literatura nos traz que o exercício aeróbico de baixa intensidade também pode ser 

eficiente na função e morfologia do músculo cardíaco (FRINCHI et al., 2021; MORICI 

et al., 2017; FRINCHI et al., 2014; SELSBY et al., 2013), porém esses estudos não 

corroboram com os nossos achados, pois, nossas análises mostraram uma piora frente a 

morfologia dos músculos cardíacos dos camundongos que foram submetidos apenas ao 

exercício físico, porém, vale salientar que esses estudos tiveram uma metodologia 

diferente, o que pode ter corroborado para essa diferença de resultados.  Por outro lado, 

os camundongos que receberam a aplicação i.p. de melatonina, mesmo sem serem 

submetidos a terapia com o exercício físico, já mostraram uma melhora significativa em 

sua apresentação morfológica, melhora essa que ficou ainda mais evidente quando 

associamos as duas terapias (exercício/melatonina), como mostra a Figura 13. No entanto 

outros estudos nos trazem que o exercício pode acelerar as alterações patológicas no 

músculo cardíaco quando empregado em altas intensidades (MORRONI et al., 2021). São 

escassos os estudos que envolvem análise da utrofina no músculo cardíaco distrófico após 

treino aeróbico de baixa intensidade. 
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Nosso estudo mostrou através da técnica de Western Blot resultados promissores 

frente a expressão da proteína utrofina no músculo cardíaco, mesmo sem significância 

estatística”, porém clínica.  Os procedimentos impostos de maneira separada mostraram 

aumento no conteúdo da utrofina quando comparado ao grupo mdx. Já a associação do 

exercício e da melatonina mostrou ser mais eficiente na morfologia e no aumento da 

expressão da utrofina. Infelizmente, não há relatos científicos que fomentam nossos 

achados para o músculo cardíaco distrófico. Contudo, acreditamos que, da mesma 

maneira observada no músculo esquelético, esses procedimentos podem estar 

influenciando vias que sintetizam a utrofina, como a PGC-1.  

Apesar dos  músculos aqui analisados serem distintos e a análise para utrofina não ter 

sido realizada no músculo esquelético, os achados morfológicos para ambos os músculos 

estudados mostraram que o emprego das terapias associadas atuou de maneira positiva, 

já que o desfecho final (morfologia) apresentou melhora qualitativa, ou seja, o exercício 

aeróbico de baixa intensidade pode estar estimulando junto com a melatonina vias que 

sintetizam proteínas estruturais (utrofina), mantendo a membrana estável evitando mais 

lesões e ainda, a melatonina pode estar atuando como principal agente antioxidante e anti-

inflamatório, determinando assim, melhora na estrutura morfológica de ambos os 

músculos.  

7. Conclusão e Perspectivas Futuras 

Os nossos achados morfológicos mostraram que o emprego das terapias associadas  

(exercício aeróbico de baixa intensidade/melatonina) atuou de maneira positiva, 

apresentando melhora qualitativa, ou seja, as terapias podem ter estimulado vias que 

sintetizam proteínas estruturais como a via da utrofina, mantendo a estabilidade da 

membrana evitando mais lesões e ainda, a melatonina pode ter atuado como principal 

agente antioxidante e anti-inflamatório, determinando assim melhora na estrutura 

morfológica de ambos os músculos. Para tanto concluímos que as terapias associadas 

puderam melhorar a morfologia dos músculos psoas e cardíaco e ainda a função muscular 

esquelética. 

 Algumas limitações no estudo impediram que concluíssemos com mais convicção 

que essas terapias quando associadas podem ser eficientes no tratamento de músculos 

distróficos, foram elas: (1) quantificação da creatina quinase, onde está proteína sérica 
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poderia confirmar a redução de lesão da membrana celular, observada na morfologia ; (2) 

quantificação da utrofina no músculo esquelético, que poderia confirmar nossas hipóteses 

sugestivas apresentadas na discussão; (3) quantificação da PCG-1 em ambos os 

músculos, pois acreditamos que esta via está sendo diretamente estimulada pelo exercício 

e pela melatonina. Devido a esses entraves metodológicos acreditamos que poderemos 

responder essas questões levantadas através de novos estudos experimentais que serão 

desenvolvidos no nosso grupo no futuro. 

8. Implicações Clínicas 

Até o momento não existe na literatura cientifica, estudos que associem o exercício 

físico de baixa intensidade e a melatonina, como possível tratamento para Distrofia 

Muscular de Duchenne, mas essas terapias de forma individualizada já estão bem 

documentadas como modalidades terapêuticas para retardar o processo degenerativo de 

músculos distróficos. Para os portadores dessa mutação genética, esses estudos são de 

extrema importância, pois, os tratamentos atuais a base de corticoides, apesar de retardar 

a progressão da doença, traz junto diversos efeitos colaterais.  No entanto deve-se ter 

cautela na sua prescrição, pois, devem ser prescritas de forma individual e baseando-se 

sempre em avaliações físicas e funcionais do portador da DMD. Para tanto, ainda se faz 

necessário mais estudos, para avaliar os benefícios desta associação primeiramente em 

animais modelo para DMD, visto que teste em humanos é inviável devido ao risco de 

agravar o quadro da doença. 
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