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RESUMO 
 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma miopatia hereditária que atinge 

um a cada 3300 meninos nascidos vivos. Assim como seu modelo experimental, o 

camundongo mdx, a DMD é caracterizada pela ausência de distrofina e  degeneração 

muscular progressiva. Além da degeneração, são características da DMD, a 

inflamação crônica e deposição de fibrose, que acarreta perda da função muscular e 

insuficiência cardiorrespiratória. A autofagia que é diminuída nos músculos 

distróficos parece contribuir da progressão da doença. No presente estudo, 

utilizamos o camundongo mdx, para verificar os efeitos do corticóide deflazacorte 

associado ou não ao ômega-3 (do 5º ao 8º mês de vida), sobre marcadores de 

autofagia (FOXO3a, LC3, Akt, mTOR) em músculos distróficos mais afetados 

(diafragma e coração) e menos afetados (quadríceps e bíceps). Observamos que o 

LC3, principal marcador de autofagia, não estava alterado na maioria dos músculos 

distróficos estudados, nesta fase tardia da doença (8 meses de idade). Deflazacorte 

e/ou ômega 3 aumentaram os níveis de FOXO3a em quase todos os músculos 

estudados. Também estudamos receptores específicos para ácidos graxos livres 

ligados à proteína G (GPR40 e GPR120), nos músculos diafragma e coração (3º ao 

4º mês de vida). Os níveis desses receptores não foram afetados pela falta de 

distrofina. O efeito anti-inflamatório do ômega-3 nos músculos distróficos, 

demonstrado pela diminuição das citocinas pró-inflamatórias TNF-alfa e NF-kb, foi 

inibido por bloqueadores específicos dos receptores GPR40 e GPR120. Os 

resultados sugerem que marcadores da autofagia não se modificam em função da 

intensidade da distrofinopatia e o corticóide combinado com ômega-3 melhorou 

alguns marcadores de autofagia. Além disso, o presente estudo sugeriu que o 

ômega-3 atua através dos receptores GPR40 e GPR120 no diafragma e coração 

distróficos. Fármacos sintéticos que atuem sobre esses receptores, atualmente em 

testes clínicos para doenças metabólicas humanas, podem ser uma terapia alternativa 

potencial à DMD, merecendo estudos pré-clínicos e clínicos. 

Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne; Camundongos endogâmicos 

mdx; Autofagia; Ácidos graxos Ômega-3; Deflazacorte. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a muscle disease characterized by the lack 

of dystrophin due to a mutation in the dystrophin gene. While gene therapies for 

DMD are under development, corticoids are still the therapy of choice. The primary 

event in dystrophy is the absence of dystrophin, with sarcolemma instability, 

increased influx of calcium and muscle degeneration. The secondary events, a 

chronic inflammatory reaction and fibrosis deposition, further contribute to the 

progression of the disease, leading to loss of muscle function and cardiorespiratory 

failure. Autophagy is decreased in dystrophic muscles and had been suggested to 

contribute to dystrophy progression. By using the mdx mice model of DMD, in the 

present study we focused on the effects of the corticoid deflazacort associated or not 

with the anti-inflammatory omega-3, over autophagy markers (FOXO3a, LC3, Akt, 

mTOR)  in dystrophic muscles that are differently affected by the lack of dystrophin 

(diaphragm and heart more affected than quadriceps and biceps). We observed that 

LC3, the main autophagy marker, was not altered in most of the dystrophic muscles, 

at this later stage of the disease (8 months of age). Deflazacort and/or omega 3 

increased the levels of FOXO3a in almost all muscles studied. We also studied 

specific receptors for free fatty acids linked to G-protein, GPR40 and GPR120, in 

the mdx diaphragm and cardiac muscles. The levels of these receptors were not 

affected by the lack of dystrophin. The anti-inflammatory effect of omega-3 in mdx 

muscles, as demonstrated by a decrease in the pro-inflammatory cytokines TNF-

alpha and NF-kb, was inhibited by specific blockers of omega-3 receptors. Overall, 

the present study suggested that autophagy markers in distinct dystrophic muscles 

are similarly regulated independent of disease severity and that corticoid and 

omega-3 may improve some autophagy markers. Furthermore, the present study 

suggested that omega-3 acted through GPR40 and GPR120 in mdx diaphragm and 

cardiac muscles. Synthetic drugs that act on these receptors, which are currently 

under clinical trials for human metabolic diseases, may be of relevance as potential 

alternative therapy to DMD deserving preclinical and clinical studies. 

Key words: Duchenne Muscular Dystrophy; mdx mouse; Autophagy; Omega 3; 

Deflazacort.  
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE 

Distrofia muscular é um termo genérico que designa um grupo heterogêneo de 

doenças caracterizadas por degeneração muscular progressiva resultando em 

comprometimento motor. Dentre esse grupo de doenças, a Distrofia Muscular de 

Duchenne (DMD) é a mais debilitante e fatal, afetando aproximadamente 1 a cada 3300 

crianças do sexo masculino (ENGEL et al., 2004). 

A DMD foi descrita pelo francês Guillaume Benjamin Amand Duchenne em 

1868. Duchenne a descreveu como uma paralisia muscular pseudo-hipertrófica, 

caracterizada por enfraquecimento muscular que se inicia nos membros inferiores, 

seguido por pseudo-hipertrofia dos mesmos; comprometimento da deambulação e 

postura e diminuição da contração muscular conforme a progressão da doença. William 

Gowers notou a hereditariedade da DMD e descreveu que crianças afetadas pela 

doença, para assumirem posição ortostática, sustentavam-se pelos membros superiores e 

escalavam o próprio corpo, definindo o sinal clínico denominado “Sinal de Gowers” 

(ENGEL et al., 2004). 

A etiologia da DMD é uma mutação de um gene que possui 79 exons, localizado 

no braço curto do cromossomo X (locus Xp21) (KOENIG et al., 1987). Tal gene 

codifica a distrofina, proteína de 427 kDa que desempenha papel essencial em um 

complexo oligomérico composto por várias glicoproteínas, formando o complexo 

distrofina-glicoproteínas (CDG). O CDG (Figura 1) conecta o citoesqueleto de actina da 

fibra muscular à matriz extracelular circundante através do sarcolema, garantindo 

estabilidade à fibra muscular durante os ciclos de contração e relaxamento do músculo 

(MRAK, 1985; HOFFMAN et al., 1987; ENGEL et al, 2004; MARQUES, 2004). A 

ocorrência de deleções ou mutações pontuais resulta em perda completa da expressão de 

distrofina ou na sua produção não funcional (RAHIMOV e KUNKEL, 2013). Na 

ausência de distrofina o CDG fica prejudicado, o que desestabiliza a fibra muscular, 

tornando-a altamente susceptível a lesões (MARIOL e SÉGALAT, 2001). 
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Figura 1- Complexo Distrofina-Glicoproteínas 

 
Esquema do complexo distrofina-glicoproteínas representando a α e β distroglicanas; α, β, ɤ, e δ 
sarcoglicanas; α e β1 sintrofinas; distrobrevina e  distrofina. A distrofina exerce papel importante na 
estabilização do sarcolema conectando actina citoesquelética à cadeia da laminina-2 localizada na lâmina 
basal via complexo de glicoproteínas (Laboratório de Junção Neuromuscular – IB - UNICAMP). 

 

Os primeiros sinais de comprometimento motor se manifestam nos cinco anos 

iniciais de vida, após a criança já ter adquirido a habilidade de deambular, apresentando 

quedas frequentes e dificuldades de correr. A rápida progressão da doença somada ao 

precoce comprometimento da musculatura proximal, perda da deambulação, contraturas 

articulares e cifo-escoliose resultam na dependência de cadeira de rodas ainda na 

primeira década de vida (ENGEL et al, 2004). Aproximadamente na segunda década de 

vida os pacientes desenvolvem cardiomiopatia (ENGEL et al, 2004; MACHADO, 2011, 

SPURNEY, 2011). Embora o avanço da terapia farmacológica, do desenvolvimento de 

órteses e a ventilação mecânica tenham aumentando a sobrevida dos meninos com 

DMD, a insuficiência respiratória e a cardiomiopatia são as principais causas do óbito 

dos pacientes, que ocorre em torno da segunda ou terceira décadas da vida 

(BOGDANOVICH et al., 2004; MOXLEY et al., 2005).  

Embora a DMD seja extensivamente estudada, ainda não existe cura para a 

doença (BEYTÍA et al. 2012; HOFFMAN et al., 2019; WERNECK et al., 2019). O 

tratamento para a DMD se baseia em três principais linhas: terapia celular, terapia 

genética e terapia farmacológica. 
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A terapia celular possui grande potencial de evolução e consiste na aplicação de 

células-tronco na tentativa de reposição das fibras musculares degeneradas com a 

progressão da doença (ICHIM et al., 2010). Porém, ainda não se sabe qual a melhor 

linhagem celular para ser utilizada, a via, dose e intervalo entre as aplicações (KERKIS 

et al., 2008; HOFFMAN et al., 2019). 

Na terapia genética os tratamentos mais conhecidos se baseiam nas tecnologias 

de restauração do códon de parada prematura, como a Gentamicina (MALIK et al., 

2010) e o Ataluren (SIDDIQUI e SONENBERG et al., 2016) e na tecnologia Exon 

Skipping, como o Drisapersen, testado especificamente para deleção do exon 51 

(McDONALD et al., 2018) e o Eteplirsen, testado em deleções dos exons 45-50; 48-50; 

49-50; 50 e 52 (MENDELL, et al, 2016). Os testes recentes envolvendo terapia genética 

apresentam resultados esperançosos. Entretanto, a terapia genética é destinada para 

mutações específicas, com alto custo de produção e de difícil acesso à toda comunidade. 

Desta maneira, estudos envolvendo a terapia farmacológica são fundamentais, 

uma vez que é a linha terapêutica que trata a doença independente da diversidade de 

mutações do exon, visando a manutenção de maior número de fibras musculares 

viáveis. Adicionalmente, quando se utilizam fármacos já em uso para humanos, as 

doses, vias de administração e efeitos colaterais são conhecidos, sendo economicamente 

mais acessível para os pacientes (HOFFMAN et al., 2019; WERNECK et al., 2019). 

  

1.2 CAMUNDONGO mdx 

A descrição do gene defeituoso da DMD permitiu a identificação de uma 

alteração genética homóloga em outras espécies, como aves, cães, gatos e 

camundongos. Enquanto que em cães a doença se manifesta de forma mais severa, em 

que a degeneração muscular se sobrepõe a regeneração, em camundongos e gatos a 

fibrose do tecido muscular é mais amena, com maior processo de regeneração. As 

características gerais da distrofia nesses animais são semelhantes ao humano, diferindo 

em alguns aspectos, como o quadro clínico, início do processo degenerativo e 

capacidade de regeneração muscular (MRAK, 1985; SEIXAS et al., 1997). 

Os camundongos mdx (x chromossome-linked muscular dystrophy) foram 

inicialmente identificados na colônia C57BL/10/ScSn por apresentarem altos níveis de 

creatina quinase (CK), enzima sérica que indica degeneração muscular quando elevada 

(BULFIELD et al., 1984). Estudos posteriores revelaram que o camundongo mdx 

apresenta mutação específica do gene da distrofina (HOFFMAN et al., 1987). A partir 
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do 18º dia de vida pós-natal, as principais alterações histológicas encontradas no tecido 

muscular são a necrose e áreas com inflamação. Ao redor da terceira semana é possível 

observar necrose seguida por regeneração após a quinta semana (PASTORET e 

SEBILLE, 1995; SEIXAS et al., 1997; GROUNDS, 2008). 

É interessante notar que no mdx, os músculos são afetados em diferentes 

intensidades, sendo o diafragma e coração mais afetados que músculos apendiculares, 

como o quadríceps e bíceps. Os músculos extraoculares e intrínsecos da laringe, por 

outro lado, são protegidos da falta da distrofina, não apresentando degeneração, 

possivelmente devido a diferenças funcionais, ou ao melhor tamponamento do cálcio, 

ou reduzido diâmetro da fibra (PERTILLE et al., 2010; FERRETI et al., 2011; 

MATSUMURA et al., 2011). O diafragma do mdx idoso apresenta degeneração e 

fibrose semelhantes às encontradas em músculos apendiculares de humanos distróficos 

(STEDMAN et al., 1991), o que o torna um modelo ideal. Adicionalmente, 

camundongos mdx idosos apresentam alterações funcionais e morfológicas no coração 

que caracterizam uma cardiomiopatia distrófica (LEFAUCHEUR et al., 1995; 

PASTORET e SEBILLE, 1995; SEIXAS et al., 1997; DE OLIVEIRA MOREIRA, 

2013). A diferença na intensidade da distrofinapatia, não obstante a falta de distrofina 

em todos os músculos é um assunto de interesse na presente pesquisa. 

Os camundongos mdx são considerados excelente modelo pré-clínico, apesar das 

diferenças da fisiopatologia e quadro clínico de pacientes com DMD, sendo amplamente 

utilizados para a investigação dos mecanismos da mionecrose e regeneração na distrofia 

muscular. Os camundongos encontram-se em maior disponibilidade e baixo custo, 

favorecendo o estudo da doença e desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

para uso potencial na DMD (MARQUES, 2004; GROUNDS, 2008). 

 

1.3 FISIOPATOLOGIA 

Considerando-se o importante papel estrutural da distrofina, entende-se que sua 

deficiência ou ausência torna o sarcolema instável, susceptível a lesões, além de alterar 

o funcionamento de canais de cálcio presentes na membrana, provocando o influxo 

exacerbado de cálcio na fibra muscular. O excesso de cálcio promove a hipercontração 

das miofibrilas e ativação de proteases, tais como calpaínas e fosfolipases, levando à 

mionecrose (MARIOL e SÉGALAT, 2001; ENGEL, 2004). Consecutivamente, células 

de defesa como macrófagos e neutrófilos são recrutadas para o local da injúria, 

instalando-se um processo inflamatório crônico (SPENCER e TIDBALL, 2001; 
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TIDBALL, 2004). Este processo estimula a chegada de mais células inflamatórias nos 

locais com mionecrose, exacerbando a degeneração muscular (SPENCER e TIDBALL, 

2001; MACHADO et al, 2011; FOGAGNOLO MAURÍCIO et al, 2013). 

A ativação de calpaínas e fosfolipases causa proteólise dos constituintes 

celulares, alterando a homeostase da fibra muscular com o aumento da formação de 

espécies reativas do metabolismo do oxigênio (ERMOs), o que leva à ativação da via do 

fator nuclear-kappaB (NF-kB), e aumento da expressão de mediadores pró-

inflamatórios, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucinas, como a 

IL-1B (SPENCER e TIDBALL, 2001). O aumento dessas citocinas contribui para a 

lesão de outras fibras musculares, que é intensificada pelo aumento do estresse 

oxidativo (SPENCER e TIDBALL, 2001; WHITEHEAD et al., 2006). 

Com a alteração da homeostase na fibra muscular, as fosfolipases A2 (FLA2), 

uma família de proteínas capazes de hidrolisar os fosfolipídios da membrana, são 

ativadas e convertem o ácido linoleico (ácido graxo do tipo ômega-6) em ácido 

araquidônico (AA). A cascata do AA é uma via metabólica que utiliza este ácido para 

síntese de uma gama de mediadores chamados genericamente de eicosanoides (RANG 

et al., 2006). Conforme ilustrado na Figura 2, esta cascata pode ser dividida em duas 

vias principais, uma dependente de ciclo-oxigenase (COX) e outra dependente de lipo-

oxigenase (LOX). A via COX oxidará o AA em prostaglandinas (PG) e tromboxanos 

(TX), anti-inflamatórios, enquanto que a via LOX terá como produtos as lipoxinas e 

leucotrienos (LT) da série par, que são pró-inflamatórios. (BABCOCK, HELTON e 

ESPAT, 2000; RANG et al., 2006; CALDER, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

Figura 2 - Via do ácido araquidônico.  

 
Vias de síntese de eicosanoides a partir do AA. COX, ciclo-oxigenases; LOX, lipo-oxigenases; HETE, 
ácido hidroxieicosatetraenóico; HPETE ácido hidroperoxieicosatetraenóico; PG, prostaglandina; TX, 
tromboxano; LT, leucotrieno. (Adaptado de CALDER et al., 2008) 

  

 

A regeneração muscular se dá pela ativação de células satélites (CS), que estão 

localizadas entre a lâmina basal e o sarcolema (MAURO, 1961), cuja divisão produzirá 

outras CS e progenitores miogênicos, também conhecidos como mioblastos. Contudo, 

com a progressão da doença observa-se declínio da capacidade regenerativa dessas 

células e as fibras musculares serão substituídas por tecido fibro-adiposo (BLAU et al., 

1983; SACCO et al., 2010). Diversas teorias procuram justificar a diminuição da 

capacidade regenerativa do músculo distrófico; a que parece ser mais aceita sugere que 

há exaustão de CS devido aos ciclos repetitivos de degeneração e regeneração (BLAU 

et al., 1983; SACCO et al., 2010).  

Em resumo, a ausência de distrofina é considerada o fator primário da 

fisiopatologia da distrofia muscular, promovendo a degeneração muscular. Eventos 

secundários, tais como a inflamação e o estresse oxidativo, colaboram para a progressão 

da doença. 

A autofagia, um dos temas de estudo desta tese, também figura como um evento 

secundário e será abordada a seguir. 
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1.4 AUTOFAGIA 

Nos últimos 15 anos, houve crescente interesse científico na investigação de 

uma importante via biológica denominada “autofagia” (do grego "auto-comer"). A 

descoberta dos genes envolvidos nessa via, inicialmente em leveduras e posteriormente 

em mamíferos, permitiu a descrição de uma vasta gama de funções fisiológicas e de 

desenvolvimento, relacionadas a autofagia (MIZUSHIMA, YOSHIMORIM e LEVINE, 

2010). A desregulação da autofagia contribui para um amplo espectro de doenças de 

mamíferos (LEVINE e KROEMER, 2008; MIZUSHIMA et al,. 2008).  

Autofagia é um termo genérico para designar processos pelos quais materiais 

citoplásmicos como organelas e produtos metabólicos chegam aos lisossomos para 

subsequente degradação (RUBINSZTEIN, 2006; LEVINE e KROEMER, 2008; 

MIZUSHIMA et al., 2008). Existem três tipos de autofagia: microautofagia, 

macroautofagia e autofagia mediada por proteína acompanhante. O mais 

extensivamente estudado é a macroautofagia, muitas vezes referido apenas como 

autofagia (MIZUSHIMA, YOSHIMORIM e LEVINE, 2010). 

Mediante a indução da via autofágica, um pequeno saco vesicular formado por 

pequenas elongações de membrana, chamado de fagóforo, envolve uma porção do 

citoplasma, resultando na formação de uma organela especializada, de dupla membrana, 

o autofagossomo (GIORGIO, 2014). A formação de autofagossomos é controlada pelos 

genes da família ATG (AuTophaGy related Genes- genes relacionados com a autofagia) 

e por LC 3 (microtubule-associated protein1 light chain 3). Em seguida, a membrana 

externa dos autofagossomos funde-se com a membrana dos lisossomos formando o 

autolisossomo, levando à degradação dos materiais anexos e da membrana 

autofagossômica interna pelas enzimas hidrolases lisossomais (MIZUSHIMA, 

YOSHIMORIM e LEVINE, 2010; GIORGIO, 2014). 

As vias de sinalização molecular que levam à autofagia são complexas e 

reguladas por ATGs (HURLEY e SCHULMAN, 2014). Os ATGs estão organizados em 

cinco grupos funcionais, a saber: (i) O ATG 13 (Unc-51-like kinase: Ulk) (GANLEY et 

al., 2009; HOSOKAWA et al, 2009; JUNG et al., 2010; KIM et al., 2011; 

MIHAYLOVA e SHAW, 2011); (ii) o ATG 14 (phosphatidylinositol 3 kinase: PI3) 

(ITAKURA et al., 2008); (iii) o complexo de ligação PI3- WIPI-1/2 (PROIKAS-

CEZANNE et al., 2004; VERGNE et al., 2009); (iv) o complexo de conciliação ATG 5-

ATG 12 ativado por ATG 7 (MIZUSHIMA et al., 1998); (v) e o ATG 8 (LC 3) 

(KABEYA et al., 2000). Estes complexos de proteína participam em fases específicas 
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do processo autofágico: iniciação (i), formação (ii), alongamento (iii) e fechamento (iv) 

da vesícula autofágica e fusão do autofagossomo com o lisossomo (v) (MEHRPOUR et 

al., 2010; AWAN e DENG, 2014), conforme ilustrado na figura 3. 

Um dos principais mediadores da autofagia é o alvo da rapamicina em 

mamíferos (mTOR), que associado ao raptor (proteína reguladora associada ao mTOR), 

à subunidade beta da proteína do tipo G (GβL) e ao PRAS40 (substrato de Akt rico em 

prolina) formam um complexo multiproteico denominado mTORC1. A atividade de 

mTOR, um regulador negativo de autofagia, depende de vários sinais positivos, 

incluindo normóxia, fornecimento de aminoácidos, energia e fatores de crescimento 

(DE PALMA et al., 2014). Mediante a superestimulação por fatores de crescimento ou 

nutrientes, como glicose e aminoácidos a mTORC1 regula negativamente o complexo 

de iniciação macromolecular mediado pelo gene ATG13, levando a supressão da 

autofagia (GANLEY et al., 2009; HOSOKAWA et al., 2009; WONG et al., 2013). A 

principal via de sinalização que controla a mTORC1 é o fosfatidilinositol 3-

quinases/Akt (PI3/Akt) ativada pela ligação de fatores de crescimento ou insulina aos 

seus receptores da superfície celular. A Akt ativada, por sua vez, fosforila e inibe 

complexo esclerose tuberosa 2 (TSC2) que ativa o complexo mTORC1 (LONG et al., 

2005; HUANG e MANNING, 2009), inibindo a autofagia. A mTOR também inibe o 

fator de transcrição da família Forkhead (cabeça de garfo) pertencente à subclasse O3a 

(FOXO3a), um importante fator de transcrição presente no músculo que aumenta a 

expressão de genes como ATG12, Ulk1, ATG4b e Gabarapl1, responsáveis por ativar a 

autofagia (MAMMUCARI et al., 2007; ZHAO et al., 2007). 
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Figura 3- Via da autofagia 

 

Esquema da via da autofagia: alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR); UlK1: Unc-51-like kinase; PI3: 
phosphatidylinositol 3 kinase; FE: fosfatidiletanolamina. Elaborado pelo autor. 

 

Dentre as proteínas relacionadas com a autofagia em mamíferos, a LC 3, 

proteína homóloga ao ATG8 encontrado em leveduras ainda tem sua função estudada, e 

está presente na membrana do autolisossomo. A conjugação da LC 3 com outras 

proteínas ATG resulta na sua ligação com fosfatidiletanolamina originando sua forma 

lipidada (LC 3-II) (MIZUSHIMA, 2007). Como LC 3-II está presente durante a fase 

ativa do processo autofágico, ela é considerada um importante marcador do fluxo 

autofágico (MIZUSHIMA e YOSHIMORIM, 2004). 

A relação da autofagia com doenças musculares surgiu da observação de que a 

manipulação de modelos animais para desregular autofagia também levava a patologia 

muscular (NEEL et al, 2013; SANDRI et al., 2013). 

A autofagia está constantemente ativa no músculo esquelético e o seu papel na 

homeostase deste tecido é complexo. Em níveis elevados, pode ser prejudicial e 

contribui para perda de massa muscular. Em contrapartida, em níveis baixos pode 

provocar fraqueza e degeneração muscular devido ao acúmulo de proteínas e organelas 

danificadas que culminam no aumento do estresse oxidativo (DE PALMA et al., 2014). 
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Sugere-se que um desequilíbrio da autofagia promova degeneração muscular (DE 

PALMA et al., 2012). Foi demonstrado que algumas proteínas relacionadas à autofagia, 

como a LC 3 e Akt (proteína quinase 2), apresentam-se alteradas em músculos de 

camundongos mdx e de pacientes com DMD (DE PALMA et al., 2012; PETER e 

CROSBIE, 2006). A proteína Akt, que está relacionada com a inibição do processo 

autofágico, apresentou níveis elevados tanto em camundongos mdx durante os picos de 

inflamação e mionecrose, quanto em pacientes com DMD (PETER e CROSBIE, 2006). 

Congruente com esses resultados, os níveis de LC 3 apresentaram-se diminuídos nos 

camundongos distróficos. A intensificação do estresse oxidativo, o que é observado na 

distrofinopatia, está relacionada com a diminuição da autofagia (DE PALMA et al., 

2012). Desta maneira, a reconstituição do processo autofágico representa um potencial 

para novas terapias para a DMD. 

Em suma, a autofagia está diminuída em músculos distróficos, o que poderia 

explicar, pelo menos em parte, a progressão da doença, além de figurar como um 

potencial alvo para novas terapias. No presente estudo, levantamos as seguintes 

questões: 

i. Será que diferenças na autofagia poderiam explicar o fato dos músculos 

distróficos serem afetados em diferentes intensidades? 

Para responder a esta questão, estudamos marcadores da autofagia em músculos 

afetados em graus diferentes: diafragma e cardíaco (mais afetados) e quadríceps e 

bíceps (que apresentam melhor regeneração). 

ii. Será que a autofagia é regulada pela terapia clássica com corticoides e 

com outro anti-inflamatório, o omega-3? 

Para responder a esta questão, verificamos se o tratamento do camundongo 

distrófico com o corticoide deflazacorte, combinado ou não ao ômega-3, altera os níveis 

de marcadores da autofagia. 

Previamente demonstramos que o ômega-3 melhorou a distrofinopatia no 

camundongo mdx, atuando em vários aspectos, principalmente nos relacionados a 

inflamação (CARVALHO et al., 2013; FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2013; 

FOGAGNOLO MAURICIO et al., 2016). No presente trabalho, além de verificar o 

efeito potencial do ômega-3 na autofagia de músculos distróficos, também iremos 

aprofundar sobre o mecanismo de ação do ômega-3 na distrofia muscular. 

Desta forma, nos próximos parágrafos faremos breve descrição do ômega-3 e 

seus efeitos, também na autofagia. 
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Entretanto, visto a importância dos corticoides (tal como o deflazacorte) para a 

DMD, já que são a terapia de escolha e todo paciente distrófico irá receber corticoide 

em alguma fase da doença, iniciaremos com o deflazacorte, reforçando a sua relevância 

em estudos pré-clínicos no camundongo mdx. 

 

1.5 DEFLAZACORTE (DFZ) 

Em 1974, Drachman e colaboradores propuseram o uso de esteróides como 

forma de tratamento temporário e paliativo para pacientes com DMD, ressaltando os 

efeitos colaterais e as variações encontradas no prognóstico da doença mediante seu uso 

(DRACHMAN et al., 1974). Desde então, muitos estudos têm sido realizados em 

diversos países empregando o tratamento com esteróides, embora ainda não haja 

consenso internacional sobre o regime mais eficaz com relação à droga e a dose 

(ANGELINI e PETERLE, 2012) bem como sobre os mecanismos de ação do corticoide 

no músculo distrófico. 

Há aproximadamente duas décadas, um grupo italiano foi o primeiro a testar o 

deflazacorte (DFZ), uma oxazolidina derivada da prednisona, em pacientes com DMD. 

Utilizaram 0,9 mg/kg/dia de DFZ que seria a dose equivalente a 0,75 mg/kg/dia de 

prednisona, droga até então conhecida e utilizada como terapia da DMD (ANGELINI et 

al. 1994; ANGELINI e PETERLE, 2012). Um estudo recente sugeriu o uso de DFZ, 

demostrando que a mudança entre as classes de corticóides durante o tratamento da 

DMD traz prejuízos na cardiomiopatia (ABUTALEB et al., 2018). 

O deflazacorte produz efeito anti-inflamatório semelhante ao da prednisona, 

porem, com menor risco de ganho de peso, fator que contribui para o aumento do 

período de deambulação (BONIFATI et al., 2000). Pacientes distróficos tratados com 

DFZ apresentaram preservação da função respiratória e possível proteção contra 

desenvolvimento de cardiomiopatia em comparação com os indivíduos do grupo 

controle, além de menor perda de massa óssea e redução da escoliose (BIGGAR et al. 

2001). Vários estudos clínicos evidenciaram que o uso de deflazacorte promoveu 

melhora da força muscular e prolongamento da deambulação (ANGELINI et al. 1994; 

BONIFATI et al. 2000; BIGGAR et al. 2001; HOUDE et al. 2008; McADAM et al. 

2012.). Estudos em camundongos mdx revelaram que o uso de DFZ em longo prazo 

também retarda a progressão de cardiomiopatia (SKRABEK e ANDERSON, 2001; 

ACHER et al., 2006; CARVALHO et al., 2013;). Em 2016, a FDA (food and drug 
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administration) aprovou o uso do DFZ nos Estados Unidos da América (HOFFMAN, 

2019). 

Embora a eficácia do uso de corticóides para tratamento da DMD já seja 

conhecida, o uso contínuo desta classe de anti-inflamatórios acarreta alguns efeitos 

colaterais, tais como aumento de peso, alterações na puberdade, osteoporose, dentre 

outros (ANGELINI e PETERLE, 2012; WOOD et al., 2016), que afetam a qualidade de 

vida do paciente. Assim, a busca por fármacos alternativos ou complementares é de 

grande relevância para a terapia farmacológica da DMD (MANZUR et al. 2008; 

BEYTÍA et al. 2012; HOFFMAN,2019). 

A dexametasona, conhecido fármaco corticosteroide, provocou aumento dos 

níveis de LC 3-II em condrócitos durante regime terapêutico de curto prazo, 

demonstrando aumento da atividade autofágica (LIU et al., 2014). A administração de 

corticoides também aumentou a autofagia no tecido ósseo (WANG et al, 2015; SHI et 

al., 2015). Já foi descrita a ação do ômega 3 e de corticoides no fluxo autofágico no 

tecido conjuntivo, porém, ainda não há estudos relacionando a ação desses fármacos no 

músculo estriado esquelético normal e distrófico (HSU et al., 2014; LIU et al., 2014; 

SHI et al., 2015; WANG et al., 2015; WILLIAMS-BEY et al., 2014; ZHAO et al., 

2014; KOSKELA et al., 2016). 

 

1.6 ÔMEGA 3 (Ω3) 

Os ácidos graxos são ácidos carboxílicos de cadeias longas de átomos de 

carbono que se ligam a átomos de hidrogênio e podem ser classificados em três tipos: 

saturado, monoinsaturado e poliinsaturado de acordo com o tipo e número de ligações 

presentes entre os átomos de carbono. Os ácidos eicosapentaenóico (EPA) e 

docosaexaenóico (DHA) são ácidos graxos poliinsaturados em que a primeira ligação 

dupla da molécula ocorre no terceiro átomo de carbono partindo-se do final da cadeia, 

sendo por esse motivo denominados Ω3, conforme ilustra a figura 4. Não são 

produzidos pelo organismo humano e, portanto, devem ser obtidos através da dieta. O 

Ω3 está presente em castanhas e na linhaça, sendo o óleo de peixe a principal fonte de 

Ω3 (JAMES et. al., 2000). 
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Figura 4 – Ômega 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ácidos eicosapentaenóico (EPA) e docosaexaenóico (DHA). Representados: CH3 (metil), O (oxigênio). 
Elaborado pelo autor. 

 

Vários estudos clínicos relataram benefícios com o emprego do Ω3 em muitas 

enfermidades, incluindo doenças cardíacas (HARPER et al., 2006; KH et al., 2019), 

vasculares (SIMONETTO et al., 2019), epilepsia (SCHLANGER et al., 2002; 

OMRANI et al., 2019), doença inflamatória do intestino (GURA et al., 2019), e 

caquexia associada ao câncer (BABCOCK et al., 2000; FREITAS e CAMPOS, 2019). 

O EPA, isoladamente, também foi eficaz na inibição do fator de transcrição fator 

nuclear kappa B (NF-kB) (BABCOCK et al. 2000), redução da produção de TNF-α por 

macrófagos (BABCOCK et al., 2002) e para evitar os efeitos prejudiciais do TNF-α 

durante a diferenciação do músculo esquelético in vitro (MAGEE et al., 2008). 

Com relação aos efeitos do Ω3 na autofagia, um estudo demonstrou que o EPA 

protege o músculo cardíaco, atenuando o estresse oxidativo induzido por apoptose de 

mioblastos, através da ativação da autofagia (HSU et al., 2014). O EPA, aumentando a 

autofagia também impediu a degeneração macular relacionada ao envelhecimento 

(KOSKELA et al., 2016). O Ω3 também exerceu efeitos protetores em hepatócitos 

através da indução de autofagia, inibindo o acúmulo de lipídios (CHEN et al., 2015). A 

administração de DHA in vitro reduziu a inflamação através da supressão de NF-kB, 

com redução os níveis de IL-1 beta e ativação da autofagia (WILLIAMS-BEY et al., 

2014). 

No organismo, o EPA atua gerando eicosanoides da série impar, que são anti-

inflamatórios, e na diminuição de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α. O 

mecanismo de ação do EPA na diminuição dos níveis desta citocina não está muito 

esclarecido. Uma hipótese é que ele diminui a transcrição do gene do TNF-α através da 

redução da translocação de NF-kB. Os efeitos de proteção do EPA podem estar 

relacionados com a sua habilidade de modular as respostas inflamatórias e 
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imunológicas. O EPA inibe a dissociação entre IkB (proteína inibitória) e NF-kB, 

impedindo que este último seja translocado para o núcleo, inibindo a transcrição do 

gene do TFN-α (BABCOCK et. al., 2000; MACHADO et al. 2011). 

O DHA é um ácido graxo poliinsaturado presente em membranas. Esse ácido 

graxo influencia as propriedades biofísicas de membranas, tais como fluidez e 

capacidade de deformação (JUDÈ et al., 2006; TUAZON e HENDERSON, 2012). 

Estudos em nosso laboratório (MACHADO et al., 2011; FOGAGNOLO 

MAURÍCIO et al., 2013) demonstraram que o EPA purificado ou a combinação de EPA 

com DHA em camundongos mdx na fase inicial da doença, melhorou a distrofinopatia 

ao promover a estabilidade do sarcolema, talvez como resultado da incorporação do 

DHA na membrana. Tal incorporação também pode proteger a fibra distrófica contra o 

aumento do influxo de cálcio, naturalmente observado nessas fibras, possivelmente por 

efeitos diretos do DHA nos canais de cálcio da membrana. Observou-se ainda que o 

ômega 3 reduziu os níveis de TNF-α e 4-hidroxinonenal (4-HNE), além de diminuir a 

mionecrose e as áreas com infiltrado inflamatório (FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 

2013). 

 

1.7 RECEPTORES ASSOCIADOS À PROTEÍNA G 

A busca por novos alvos para fármacos que tratem levou à descoberta de 

receptores acoplados à proteína G, formados por sete hélices transmembranares, da 

família de receptores serpenteantes, também chamados de receptores de ácidos graxos 

livres (free fatty acid receptor–FFAR), como o GPR-40 e GPR-120 (BRISCOE et al., 

2016; CORNALL et al., 2013). O uso de agonistas para estes receptores foi eficiente na 

diminuição da inflamação em vários parâmetros sistêmicos analisados, aumentando os 

níveis destes receptores nos diferentes tecidos estudados (CHESHMEHKANI et al., 

2015; LIU et al., 2015).  

A literatura sugere que a ativação de GPR120 causa a inibição de NF-kB, 

inibindo os efeitos inflamatórios modulados por este fator de transcrição, conforme 

ilustra a Figura 5 (MONIRI, 2016). Desta forma, os agonistas para esses receptores são 

uma nova opção terapêutica a ser explorada. Tais receptores encontram-se distribuídos 

em diferentes tecidos, inclusive no músculo esquelético (CORNALL et al., 2013). Uma 

vez que são receptores específicos para ácidos graxos livres, os ácidos graxos da família 

do Ω3 representam ligantes potentes para este receptor (HIRASAWA et al., 2005; OH 

et al., 2010). Ressalte-se que bloqueadores específicos para os receptores de ácidos 
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graxos livres foram descritos e utilizados em diferentes tecidos, fato este de relevância 

para compreender o mecanismo de ação de diferentes fármacos (CHESHMEHKANI et 

al., 2015; DRAGANO et al., 2017; HIDALGO et al., 2017; KATO et al., 2019, 

MOONWIRIYAKIT et al., 2019). 

No presente estudo iremos avaliar os efeitos do ômega 3 (EPA+DHA) nos níveis 

dos receptores GPR-40 e GPR-120, que têm sido sugeridos como alvos terapêuticos 

para doenças inflamatórias (CORNALL et al, 2013; CHESHMEHKANI et al., 2015; 

LIU et al., 2015).  

Em resumo: diversos estudos, abordando diferentes patologias, demonstraram 

que o ômega-3 atua através de receptores de ácidos graxos ligados a proteína G. 

No presente estudo levantamos as seguintes questões:  

i. será que músculos distróficos apresentam alterações no níveis destes 

receptores, visto que são de membrana, e,  desta forma, possivelmente 

afetados pela falta de distrofina?  

ii. será que o ômega-3 altera os níveis destes receptores em músculos 

distróficos?  

iii. O bloqueio destes receptores com antagonistas específicos (GW1100 e 

AH7614) irá inibir os efeitos anti-inflamatórios do ômega-3 observados 

no músculo distrófico? 

Para responder a estas questões, estudamos os níveis dos receptores GPR 40 e 

GPR 120 em diferentes músculos distróficos de camundongos mdx, tratados ou não com 

ômega-3 e com bloqueadores dos receptores de ácidos graxos. 
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Figura 5- Vias anti-inflamatórias do GPR120 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Vias anti-inflamatórias de sinalização do GPR120 em macrófagos. A ativação de GPR120 causa a 
interação da TAK1 e sua proteína de ligação TAB1 (proteína de ligação ao TAK1), ativando o complexo 
TAK1. O TAK1 ativo fosforila a IkkB-quinase-b, que depois fosforila o IKB (inibidora de NF-kB), 
deixando de inibir NF-kB. Perdendo o inibidor, o NF-kB promove processo inflamatório aumentando da 
expressão de mediadores como TNF- α, IL-1b, COX2. O agonismo do GPR120 leva ao recrutamento de 
β-arrestina-2, que sequestra TAB1, inibindo assim sua interação com TAK1. A perda dessa interação 
também inibe a ativação de NF-kB. Além disso, a β-arrestina-2 dependente de GPR120 inibe a 
sinalização de AKT, mais uma vez, inibindo a ativação de NF-kB, promovendo efeitos anti-inflamatórios. 
Finalmente, a ativação da ativação do GPR120, facilita a síntese de PGE2 dependente de ERK 1/2, que 
pode então agir através de receptores de prostaglandina EP4 para inibir os efeitos inflamatórios 
modulados por NF-kB (Adaptado de MONIRI, 2016). 
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2 OBJETIVOS 

 
2.1 OBJETIVOS PRINCIPAIS:  

 Autofagia 2.1.1

-Verificar os níveis de marcadores de autofagia em diferentes músculos 

distróficos (coração, diafragma, bíceps e quadríceps). 

-Verificar se os benefícios obtidos com Ômega-3 e DFZ, previamente descritos no 

camundongo mdx, envolvem alterações de marcadores da autofagia. 

 

 Mecanismo de ação do omega-3 2.1.2

-Verificar se os níveis de receptores de ácidos graxos (GPR 40 e GPR 120) no 

coração e diafragma distróficos estão alterados pela falta de distrofina. 

-Verificar se o tratamento com Ômega-3 afeta os níveis de receptores de ácidos 

graxos nos músculos distróficos (coração, diafragma).  

-Verificar se o bloqueio dos receptores GPR40 e GPR120 em músculos 

distróficos inibe os efeitos benéficos do Ômega-3 na distrofia muscular. 

 

2.2 OBJETIVOS COMPLEMENTARES: 

Aproveitando o tratamento farmacológico realizado no presente estudo, 

complementamos nossos trabalhos anteriores com dados funcionais de maior amplitude 

e análises do fígado, visando uma análise toxicológica inicial das terapias. 

Análise funcional: Verificar os efeitos do tratamento com ômega 3 e/ou DFZ no 

comportamento exploratório (open field), na manutenção do equilíbrio (rotarod), na 

força muscular (grip strength, fio metálico, grade invertida) e em fatores metabólicos 

(consumo de O2 e produção de CO2). 

Análise toxicológica: Verificar se a terapia com ômega 3 e/ou DFZ resulta em 

alterações hepáticas morfológicas ou bioquímicas (análise de efeitos tóxicos colaterais). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 ANIMAIS 

Foram utilizados camundongos de ambos os sexos, da linhagem mdx e da 

linhagem controle C57BL/10. Os animais foram adquiridos do Biotério Central da 

UNICAMP e mantidos no Biotério do Departamento de Biologia Estrutural e 

Funcional, Bloco-O, prédio da Anatomia- IB, UNICAMP em caixas padrão (28,5cm de 

comprimento, 18cm de largura e 13cm de altura) em ambiente controlado (23º C, 12 

horas de ciclo claro/escuro) com ração Nuvilab CR-1 (Nuvital, Paraná, Brasil) e água ad 

libitum. O uso de animais para o presente trabalho está de acordo com os Princípios 

Éticos na Experimentação Animal, sob protocolos nº4585-1/2017 e nº5282-1/2019 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de 

Campinas (Anexos A e B). 

  

4.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 Estudo da autofagia 3.1.1

Para o estudo da autofagia, iniciamos os tratamentos aos três meses de idade. Os 

tratamentos ocorreram três vezes por semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira) 

durante cinco meses, via gavagem, conforme descrito abaixo e exposto na tabela 1. 

 

 Grupos tratados com Nujol 

Os camundongos da linhagem C57BL/10 e mdx foram tratados com óleo mineral 

de acordo com o regime de tratamento proposto acima (Nujol, Mantecorp, São Paulo, 

Brasil). Tal tratamento não apresenta efeito farmacológico algum sobre a fisiologia do 

animal, sendo realizado apenas para equiparar o estresse do procedimento de gavagem 

entre os grupos (FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 2013).  

 

 Grupo tratado com Ω3 

Os camundongos distróficos foram tratados com óleo obtido das cápsulas de 

Omega-3 EPA 1000mg (Fabricado por FDC vitamins, Inc., Miami, Flórida, EUA. 

Importado e distribuído exclusivamente por Fedco Ind. Ltda.), sendo que receberam 

300mg/kg de ômega 3 contendo 0,4g de EPA, 0,2g de DHA, 2mg de vitamina E, 0,9g 

de proteínas, 2,0g de gorduras totais, 0,4g de gordura saturada, 0,0g de gordura trans, 
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0,0g de gordura monossaturada e 1,0g de gordura poliinsaturada (FOGAGNOLO 

MAURÍCIO et al., 2013).  

 

 Grupo tratado com DFZ 

Os camundongos distróficos foram tratados com 1,2 mg/kg de DFZ (Pharma 

Nostra, Brasil) em meio aquoso via gavagem (PEREIRA et al., 2017).  

 

 Grupo tratado com associação de Ω3 e DFZ 

Os camundongos distróficos foram tratados com óleo obtido das cápsulas de 

Omega-3 EPA 1000mg (Fabricado por FDC vitamins, Inc., Miami, Flórida, EUA. 

Importado e distribuído exclusivamente por Fedco Ind. Ltda.), sendo que receberam 

300mg/kg de ômega 3contendo 0,4 g de EPA, 0,2g de DHA, 2 mg de vitamina E, 0,9g 

de proteínas, 2,0 g de gorduras totais, 0,4g de gordura saturada, 0,0g de gordura trans, 

0,0g de gordura monossaturada e 1,0g de gordura poliinsaturada (FOGAGNOLO 

MAURÍCIO et al., 2013). Concomitantemente, está sendo administrado 1,2 mg/kg de 

DFZ (Pharma Nostra, Brasil) em meio aquoso (PEREIRA et al., 2017).  

 

Tabela 1: Distribuição de animais, tratamentos e analises realizadas para o estudo da 

autofagia. 

Linhagem (n) Tratamento (via) 

Início: 3 meses 

Término: 8 meses 

Análises realizadas 

C57BL/10 (10) 

 

Nujol (gavagem) 

 

-Funcionais (n=10): Open 

Field, RotaRod, 

gripstrenght, suspensão em 

fio metálico, grade invertida 

e calorimetria indireta. 

-Marcadores da autofagia 

(n=5): western blot; 

-Histologia (n=5); 

-Toxicologia (n=10): 

histologia do fígado e 

marcadores hepáticos. 

mdx (10) Nujol (gavagem) 

 

mdx (10) DFZ (gavagem) 

 

mdx (10) Ω3  (gavagem) 

 

mdx (10) DFZ+Ω3 (gavagem) 
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 Estudo dos receptores de ácidos graxos 3.1.2

Para o estudo dos receptores de ácidos graxos, iniciamos os tratamentos aos três 

meses de idade. Os tratamentos ocorreram em dias alternados durante um mês, 

conforme descrito abaixo e exposto na tabela 2. Este período foi escolhido pelo fato do 

ômega-3 ser, principalmente, um anti-inflamatório, pelo fato da inflamação predominar 

nos estágios mais iniciais da distrofinopatia e por termos larga experiência com o uso do 

ômega-3 nesse período. Consideramos que, nessas condições, detectaríamos com maior 

facilidade se os bloqueadores dos receptores de ácidos graxos (que nunca foram usados 

antes no animal distrófico) inibiriam ou não os efeitos do ômega-3. 

 

 Grupos tratados com Nujol 

Os camundongos da linhagem C57BL/10 e mdx foram tratados com óleo mineral 

de acordo com o regime de tratamento proposto acima (Nujol, Mantecorp, São Paulo, 

Brasil).  

 

 Grupo tratado com Ω3 

Os camundongos distróficos foram tratados com óleo obtido das cápsulas de 

Omega-3 EPA 1000mg (Fabricado por FDC vitamins, Inc., Miami, Flórida, EUA. 

Importado e distribuído exclusivamente por Fedco Ind. Ltda.), sendo que receberam 

300mg/kg de ômega 3 contendo 0,4g de EPA, 0,2g de DHA, 2mg de vitamina E, 0,9g 

de proteínas, 2,0g de gorduras totais, 0,4g de gordura saturada, 0,0g de gordura trans, 

0,0g de gordura monossaturada e 1,0g de gordura poliinsaturada (FOGAGNOLO 

MAURÍCIO et al., 2013).  

 

 Grupos tratados com Dimetilsulfóxido (DMSO) 

Os camundongos da linhagem mdx receberam 0,1ml de DMSO (99,9%, Sigma, 

lote 0001433649) via intraperitoneal conforme exposto na tabela 2. O DMSO foi o 

diluente utilizado para preparo dos antagonistas GW1100 e AH7614. A literatura sugere 

que este diluente pode apresentar efeito anti-inflamatório (SOMA et al., 2018), fato que 

justifica a necessidade de um grupo tratado apenas com DMSO para observação e 

normalização dos efeitos que observamos. 
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 Grupos tratados com salina 

Os camundongos da linhagem C57BL/10 e mdx receberam 0,1ml de soro 

fisiológico 0,9% via intraperitoneal conforme exposto na tabela 2. Tal tratamento não 

apresenta efeito farmacológico algum sobre a fisiologia do animal, sendo realizado 

apenas para equiparar o estresse do procedimento de injeção intraperitoneal realizados 

nos grupos que receberam os bloqueadores.  

 

 Grupos tratados com GW1100 

Os camundongos da linhagem mdx receberam 0,1ml de solução contendo 1 

mg/kg de GW1100 (Cayman Chemical, CAS306974-70-9) diluído em 0,1ml DMSO 

(99,9%, Sigma ) via intraperitoneal (i.p.) conforme exposto na tabela 2. O GW110 é um 

antagonista específico do receptor GPR40.  

 

 Grupos tratados com AH7614 

Os camundongos da linhagem mdx receberam 0,1ml de solução contendo 2,5 

mg/kg de AH7614 (Cayman Chemical, CAS6326-06-3) diluído em 0,1ml DMSO 

(99,9%, Sigma) via intraperitoneal (i.p.) conforme exposto na tabela 2. O AH7614 é um 

antagonista específico do receptor GPR120.  

 

Tabela 2: Distribuição de animais, tratamentos e análises realizadas para o estudo dos 

receptores de ácidos graxos. 

Linhagem (n) Tratamento (Via) 

Início: 3 meses 

Término: 4 meses 

Análises realizadas 

C57BL/10 (10) Nujol (gavagem) + salina (IP) -Marcadores da inflamação e 

receptores de ácidos graxos 

(n=5): western blot; 

-Histologia (n=5); 

-Estudo complementar (n=10): 

Open field, avaliação da 

mionecrose e marcadores 

hepáticos. 

mdx (10) Nujol (gavagem) + salina (IP) 

mdx (10) Nujol (gavagem) + DMSO (IP) 

mdx (10) Ω3 (gavagem) + salina (IP) 

mdx (10) Ω3 (gavagem) + AH7614 (IP) 

mdx (10) Ω3 (gavagem) + GW1100 (IP) 
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4.3. MASSA CORPORAL 

Para todos os grupos analisados, nas duas etapas do estudo, foi realizada a 

medida da massa dos camundongos antes do início e após o final do tratamento. Para tal 

foi utilizada uma balança modelo AS2000C (Marte balanças e equipamentos®). 

 

3.4 TESTES FUNCIONAIS 

Na primeira etapa do estudo, foram realizados testes funcionais em todos os 

animais de cada grupo, para avaliação de diferentes grupos musculares e de 

coordenação motora. Os testes foram realizados em dois momentos do experimento: 

pré-tratamento: antes de começar o tratamento farmacológico e pós-tratamento: na 

semana seguinte ao término dos tratamentos. Alguns dos protocolos operacionais serão 

padronizados tendo como base as diretrizes contidas no TREAT-NMD (Disponível em: 

http://www.treat-md.edu/activities/treatment/html). 

 

 Medida de força 3.4.1

(protocolo de referência em TREAT-NMD: DMD_M. 2.1.001) 

Os camundongos de cada grupo tiveram a força obtida no início e fim do 

tratamento. A força foi quantificada no aparelho de medida de força horizontal 

(Gripstrength; Newprimer®). Os animais foram estabilizados pela cauda e estes, com as 

patas dianteiras, seguraram uma tela de nylon ligada a um transdutor, que transmitiu a 

força de contração dos músculos para o aparelho. O pico de força de cinco tentativas, 

em quilogramas, mostradas no display do aparelho, foram colhidas e utilizadas para 

composição da média de cada animal, sendo o resultado final expresso em Kg/força 

(MESSINA et al, 2009). 

 

 Avaliação da atividade locomotora espontânea (open-field test) 3.4.2

(protocolo de referência em TREAT-NMD: DMD_M. 2.1.002). 

O teste do campo aberto é amplamente utilizado em pesquisa experimental para 

verificação comportamental ao efeito de drogas. O aparato de avaliação consiste em 

uma caixa de madeira compensada branca medindo 45cm×60cm (dividido por linhas 

brancas em 12 quadrantes, cujos quadrados possuem 15cm × 15cm), suas paredes 

possuem 40 cm de altura. Os animais foram aclimatados no laboratório uma hora antes 

do teste e o número de cruzamentos atravessados (crossing) com todas as patas foi 

contado cumulativamente durante seis minutos (MANNING et al., 2014). 

http://www.treat-md.edu/activities/treatment/html
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Camundongos de ambas as idades e grupos experimentais foram submetidos ao open-

field test antes do início e ao final dos tratamentos propostos. Na segunda etapa do 

estudo, o teste do campo aberto foi realizado apenas ao final dos tratamentos.  

 

 Avaliação de locomoção forçada em cilindro giratório (rotarod test) 3.4.3

O teste Rotarod trata-se de um método eficiente na avaliação de parâmetros de 

coordenação motora e equilíbrio (RESENDE-PINTO e KO, 2012). Os animais de todos 

os grupos foram testados no aparelho automatizado modelo EFF 412, Insight, Brasil 

(Laboratório de Regeneração Nervosa, Depto. Biologia Estrutural e Funcional, IB, 

Unicamp). Consiste em uma caixa de acrílico que possui um cilindro de 8 cm de 

diâmetro instalado transversalmente a aproximadamente 20 cm do chão, e que é 

mantido em rotação. A caixa é dividida em 4 baias, de aproximadamente 10 cm de 

largura, permitindo a análise de 4 animais simultaneamente. O aparelho possui um 

sensor de queda no chão de cada baia que para automaticamente o cronômetro acoplado 

quando o animal cai e fica registrada a latência de queda de cada animal. 

Os animais foram colocados num cilindro que foi rodado a uma velocidade 

constante de 5 rpm durante 10 segundos. Os animais receberam apenas três tentativas. 

Após o tempo de aclimatização de 10 segundos, o cilindro foi acelerado gradativamente 

durante 6 minutos, elevando a sua velocidade de rotação de 5 rpm para um máximo de 

37 rpm, onde a velocidade do cilindro aumentava gradativamente de maneira 

automática (fase 1: 5rpm; fase 2: 8,6 rpm; fase 3: 12,1 rpm; fase 4: 15,7 rpm; fase 5: 

19,2 rpm; fase 6: 22,8 rpm; fase 7: 26,3 rpm; fase 8: 29,9 rpm; fase 9: 33,4 rpm; fase 10: 

37rpm). O aparelho possui um indicador luminoso que mostra a progressão das fases 

que também são contabilizadas na queda do animal. Cada teste possui 4 trials, 

separados por intervalos de 15 minutos entre eles. Em cada sessão, calculou-se a média 

da latência de queda e a média da fase em que ocorre (4 trials).  

 

 Teste de retenção de quatro membros (four limb hanging test) 3.4.4

(protocolo de referência em TREAT-NMD: DMD_M. 2.1.005). 

O teste de retenção de quatro membros foi realizado para demonstrar o 

comprometimento neuromuscular e coordenação motora. Este teste permite uma medida 

de resultado eficiente e confiável para a avaliação de efeitos de compostos terapêuticos 

potenciais sobre a força muscular. Os camundongos foram colocados numa malha de 

metal (grade com 3,3mm de diâmetro, 35 cm de comprimento e 22 cm largura) a qual 



44 
 

foi virada de cabeça para baixo 35 cm acima de uma gaiola com cama de maravalha que 

garante pouso suave após a queda. Foram realizados 3 trials, com intervalo de 15 

minutos entre eles, e o tempo de suspensão de cada animal foi registrado com o auxílio 

de um cronômetro (VAN PUTTEN, 2012). 

O procedimento mede o tempo de suspensão em segundos, bem como o impulso 

físico, o qual representa a mínima retenção que foi exercida para se opor a forca 

gravitacional.  

Para obtenção do impulso físico (IF), além da massa corporal e do tempo de 

suspensão, é considerada a força gravitacional, relacionando estes parâmetros da 

seguinte maneira:  

 

Massa Corporal (gr) x Forca Gravitacional (0.00980665 N/gr) x Tempo de 

suspensão (seg) 

 

Após a obtenção do IF de cada trial, o resultado foi calculado através da seguinte 

fórmula:  

 

IF do primeiro trial x IF de maior valor x media dos três IF 

3 

 

 Teste de suspensão do fio metálico (hanging wire test) 3.4.5

(protocolo de referência: TREAT-NMD:DMD_M.2.1.004) 

O teste de suspensão de fio metálico pode ser usado para avaliar o a função 

muscular e a coordenação motora em modelos experimentais de doenças 

neuromusculares (Rafael, Nitta, Peters, e Davies, 2000). O teste consiste em deixar o 

camundongo suspenso utilizando-se das duas patas dianteiras em um fio metálico (2mm 

de diâmetro e 35cm de comprimento) suspenso 35cm acima de uma gaiola com cama de 

maravalha que garante pouso suave após a queda. Foram realizados 3 trials, com 

intervalo de 15 minutos entre eles, e o tempo de suspensão de cada animal foi registrado 

com o auxílio de um cronômetro. 
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Para obtenção dos resultados foram utilizados a massa corporal e o tempo de 

suspensão da seguinte maneira:  

 

Impulso (g/s) = Massa Corporal (g) x Tempo de suspensão (seg) 

 

 Calorimetria indireta 3.4.6

Os camundongos foram alojados individualmente em caixas metabólicas mantidas 

a 21°C em ciclo de 12 horas de claro/escuro, utilizando um sistema de calorimetria 

indireta de circuito aberto controlado por software (Oxylet M3 system; PanLab/Harvard 

Apparatus, Laboratório de Multiusuários, Depto. de Biologia Estrutural e Funcional, IB, 

Unicamp) com fluxo de ar de 0,6 L/min. Após a adaptação ao ambiente da câmara 

metabólica durante 10 h, os parâmetros metabólicos como o consumo de oxigênio 

(VO2), o consumo de dióxido de carbono (VCO2) e a relação de troca respiratória 

(VCO2 / VO2) foram avaliados durante 48 h (HUI X et al., 2009). 

 

3.5 ANÁLISE DE CREATINA QUINASE TOTAL (CK) E CARDÍACA (CK-MB) 

NO PLASMA SANGUÍNEO 

A quantificação de CK e CK-MB no plasma sanguíneo é um indicador do 

processo de mionecrose no músculo esquelético e cardíaco, respectivamente. A 

isoenzima MB está presente no músculo cardíaco, e é um importante marcador utilizado 

clinicamente para o diagnóstico de infarto agudo do miocárdio. Nas duas etapas do 

estudo, para coleta de sangue, os animais foram eutanasiados através de 

aprofundamento de anestésico composto por uma mistura de cloridrato de cetamina 

(130mg/kg Francotar, Virbac, São Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (6,8 mg/kg, 

2%, Virbaxyl, Virbac), por via intraperitoneal. Após anestesia foi realizada toracotomia 

com exposição do coração, e no ventrículo direito foi realizada punção utilizando-se 

uma agulha com seringa contendo anticoagulante. Aproximadamente 1 ml de sangue foi 

aspirado e transferido para um ependorf. Em seguida, o sangue foi centrifugado 

(centrifuga refrigerada Sigma® 3-18k) nas seguintes condições: 3000 RCF (força 

centrífuga relativa à aceleração da gravidade), 4°C por 15 minutos, separando-se o 

plasma dos elementos Figurados. O plasma sobrenadante foi utilizado para análise. Para 

quantificação da CK e CK-MB foram utilizados, respectivamente, os Kits CK-NAC e 

CK-MB da Bioliquid®. As absorbâncias das amostras foram lidas a 37°C utilizando-se 

espectrofotômetro (EPOCH 2 TC, BioTek Instruments) com comprimento de onda de 
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340 nm e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Os valores foram expressos 

em U/L. 

 

3.6 ANÁLISE DAS ENZIMAS HEPÁTICAS ALANINA AMINOTRANSFERASE 

(ALT) E ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST) 

A partir da obtenção do plasma sanguíneo, conforme descrito no item 3.5, para 

quantificação das enzimas ALT e AST foram utilizados, respectivamente os Kits 

Alanina GPT (ALT) e GOT (AST), ambos da Bioliquid®. As absorbâncias das 

amostras foram lidas a 37°C utilizando-se espectrofotômetro (EPOCH 2 TC, BioTek 

Instruments) com comprimento de onda de 340nm e cubetas de quartzo de 1 cm de 

caminho óptico. Os valores foram expressos em U/L. 

 

3.7  OBTENÇÃO DOS MÚSCULOS PARA ANÁLISE MORFOLÓGICA 

Após a coleta de sangue para quantificação das enzimas citadas nos itens 3.5 e 

3.6 foi realizada perfusão vascular com injeção de 10 ml de PBS em ventrículo 

esquerdo, obedecendo-se o trajeto da circulação sistêmica. Uma pequena incisão foi 

realizada no átrio direito para ejeção do sangue remanescente na circulação. Em 

seguida, os músculos diafragma, bíceps braquial, quadríceps femoral e o coração foram 

dissecados, retirados e fixados em suportes de madeira com uma cola resultante da 

mistura de Tissue-Tek com Tragacanth e imersos em isopentano à -80ºC por 40 

segundos e imediatamente colocados em nitrogênio líquido à -159ºC. Os suportes com 

os músculos foram retirados do nitrogênio e armazenados à -80ºC em Biofreezer 

(BioFreezer Jouan, VX380). Para obtenção dos cortes histológicos, os músculos foram 

descongelados por aproximadamente 30 minutos até atingirem a temperatura de -26ºC e 

seccionados transversalmente na espessura de 8μm utilizando criostato (Leica 

CM1860). Foram utilizados cinco animais de cada grupo. Os cortes foram realizados no 

terço médio do comprimento de cada músculo, em três pontos distanciados em 

aproximadamente 300μm e posteriormente foi realizada a média das medidas obtidas 

nas três secções. Foram quantificadas as áreas ocupadas por fibras com núcleo central e 

periférico, além de área de inflamação e fibrose, utilizando a ferramenta “polígono” do 

Software Image Pro Plus 6.0. 

 

 Preparo dos músculos para a coloração de Hematoxilina e Eosina (HE) 3.7.1
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Os cortes congelados foram inicialmente fixados com solução de Bouin por três 

horas e em seguida, imersos em etanol durante duas horas. Após esta etapa, as lâminas 

foram lavadas em água corrente por dez minutos e os cortes corados com hematoxilina 

de Harris e em seguida, com eosina. Posteriormente, os cortes foram desidratados em 

séries de etanol e diafanizados em xilol e as lâminas foram montadas com uso de 

Entellan e lamínulas para posterior observação em microscopia de luz. Para esta 

coloração foram quantificadas as áreas com presença de infiltrado inflamatório, 

evidenciada pela presença de células polimorfonucleares, assim como a área de fibras 

regeneradas, indicada pelas fibras com núcleo central (BRIGUET et al., 2004).  

 

 Preparo dos músculos para a coloração de Tricrômico de Masson (TM) 3.7.2

Os cortes dos músculos diafragma e coração foram inicialmente fixados com 

solução de Bouin por três horas e em seguida, imersos em etanol durante duas horas. 

Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em água corrente por dez minutos e corados 

com hematoxilina de Harris por cinco minutos. Após este período, as lâminas foram 

lavadas novamente em água corrente e imersas em solução de Masson por 15 minutos. 

As lâminas foram então banhadas em solução de ácido acético a 0,2% e rapidamente 

mergulhadas em solução de azofloxina (AFO) por cinco minutos e em seguida, em 

solução de verde luz (light green) por 30 segundos. Após esta etapa, os cortes foram 

banhados em ácido acético a 0,2% para serem submetidos à desidratação em série de 

etanol e à diafanização com xilol. As lâminas foram montadas com Entellan e os cortes 

observados em microscópio de luz e submetidos à morfometria. Para esta coloração foi 

quantificada área ocupada por tecido conjuntivo, indicativo de fibrose. 

 

3.8 PESO RELATIVO DOS ÓRGÃOS 

Imediatamente após a eutanásia, o coração e fígado foram retirados e pesados em 

uma balança eletrônica de precisão (modelo EK-2000G – AND). O peso relativo dos 

órgãos foi calculado como a razão entre o peso dos órgãos e o peso corporal, sendo 

calculado o arco-seno da razão peso corporal / peso musculo e extraída a média ± 

desvio padrão da média desses dados. Desta forma, esta avaliação comparativa entre os 

animais submetidos ao tratamento em relação ao grupo controle poderá indicar ou não 

alguma alteração (KYSELOVA et al., 2003).  O peso relativo dos órgãos foi calculado 

como a razão entre o peso dos órgãos e o peso corporal. 

3.9 QUANTIFICAÇÃO PROTEICA PELA TÉCNICA DE WESTERN BLOT 
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Foi verificado se o tratamento proposto alterou a quantidade de proteínas 

relacionadas à autofagia (LC 3, FOXO3a, mTOR, akt), inflamação (NF-kB e TNF-α) e 

receptores de ácidos graxos (GPR40 e GPR120). Os valores foram normalizados com a 

proteína gliceraldeído 3-fosfato dehidrogenase (GAPDH). Para isso, foram utilizados 

cinco animais de cada grupo. 

 

 Preparo do extrato total 3.9.1

 
Após o término dos tratamentos, os animais foram eutanasiados e foi realizada 

perfusão vascular com PBS conforme apresentado nos itens 3.5 e 3.6, e os músculos 

diafragma, bíceps braquial, quadríceps femoral e o coração foram retirados. Tais 

músculos foram seccionados em pequenos fragmentos e homogeneizados por 30 

segundos em velocidade máxima (homogeneizador Polytron PTA 20S modelo PT10/35; 

Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) com 2 ml de solução tampão a 4ºC 

(Triton X-100 1%, tris-HCl 100mM [pH 7,4], pirofosfato de sódio 100mM, fluoreto de 

sódio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1mg/ml 

de aprotinina). Os extratos foram então centrifugados a 11000 rpm, à 4ºC por 30 

minutos, sendo o sobrenadante utilizado para análise do extrato total. A quantificação 

proteica total foi realizada pelo método de Bradford (1976).  

 

 Quantificação das proteínas 3.9.2

 
Às amostras do extrato proteico foi adicionado tampão Laemmli (azul de 

bromofenol 0,04 mg/ml eTris-HCl 0,12 M, glicerol 20%, SDS 2% e ß-mercaptoetanol 

0,28 M) e aquecidas por 5 minutos a 100ºC. Em seguida, 60µg de proteína foram 

aplicados em gel SDS-poliacrilamida 8-15% em aparelho para eletroforese (mini-

Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). A eletrotransferência do gel para 

a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120 V em aparelho de 

transferência (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). As 

membranas foram incubadas com solução basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 

150 mM e Tween-20 0,02%) com os respectivos anticorpos primários a 4ºC, durante 12 

horas. Após este período as membranas foram lavadas por 30 minutos com solução 

basal, para depois serem incubadas com anticorpos secundários, diluídos em 10 ml de 

solução basal por duas horas, em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas 
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foram lavadas por 30 minutos com solução basal. As diluições dos anticorpos primários 

e secundários foram definidas de acordo com a marcação obtida.  

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solução 

de quimiluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce 

Biotechnology, Rockford, Illinois, USA) por 5 minutos, seguida de exposição no G-Box 

A detecção das bandas imunofluorescentes e a quantificação foram realizadas no 

aparelho G-Box Chemi pelo software de aquisição de imagem GeneSnap  (Syngene, 

Maryland-EUA). As densidades das bandas foram quantificadas pelo software de 

análise GeneTools (Syngene, Maryland-EUA). 

 

 Anticorpos Primários 3.9.3

 
 FOX03a (rabbit anti-rabbit; Cell Signaling, Santa Cruz, California, USA);  

 Akt (rabbit monoclonal; Cell Signaling. Santa Cruz, California, USA); 

 LC 3  (mouse  monoclonal;  Sigma-Aldrich,  St  Louis,  Missouri, USA);  

 mTOR (rabbit monoclonal; Cell Signaling. Santa Cruz, California, USA); 

 NF-kB (rabbit/goat polyclonal; Santa Cruz Biotechnology, California, USA); 

 TNF-α (rabbit anti-mouse polyclonal antibody; Millipore, Darmstadt, DEU); 

 GPR40 (rabbit polyclonal; BOSTER, Pleasanton, California, USA); 

 GPR120 (rabbit polyclonal; ABCAM, USA); 

 GAPDH (mouse monoclonal; Santa Cruz Biotechnology, California, USA). 

 
 Anticorpos Secundários 3.9.4

 
IgG rabbit e mouse conjugados à peroxidase, correspondente do anticorpo 

primário (KPL, Gaithersburg, Maryland, USA). 
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4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para verificação da normalidade e da homocedasticidade dos dados foi utilizado 

o teste Shapiro-Wilk. Todos os resultados foram apresentados como média ± desvio 

padrão. A comparação entre três grupos foi realizada através de análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls quando apresentou 

apenas uma variável e análise de variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pós-

teste de Sidak quando apresentou duas variáveis. Em todas as análises, os valores de P 

foram considerados estatisticamente significativos quando inferiores a 0,05 (P<0,05). 

Para todos os cálculos estatísticos foi utilizado o software GraphPad Prism versão 6.01 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). 

 

 

 

  



51 
 

5 RESULTADOS 

5.1 RESULTADOS REFERENTES AO ESTUDO DA AUTOFAGIA: 

CARACTERIZANDO O MODELO 

 Análises funcionais 5.1.1

5.1.1.1 Medida de força  

 
Comparando as medidas de força obtidas antes do início do tratamento com as 

obtidas após o término do tratamento de cada grupo estudado, notou-se que o animal 

normal (C57BL/10) não apresentou mudanças significativas antes e após o tratamento. 

Os animais mdx apresentaram diminuição significativa da força dos membros anteriores 

ao início (28,3%) e final (25,5%) da terapia, comparando com os animais C57BL/10 das 

respectivas idades (p<0,05). Ao final do tratamento, notou-se que apenas o grupo 

tratado com ômega-3 exibiu prevenção da perda de força nos membros anteriores, sendo 

os valores obtidos próximos aos observados nos animais controles. Nos demais grupos 

tratados, os tratamentos tenderam a aumentar a força, porem não foi significativo em 

cada grupo (Figura 6).  

 

Figura 6- Medida de força normalizada pela massa 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Médias das medidas de força realizadas anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pós-tratamento) aos 
tratamentos propostos em cada grupo. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com 
Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados 
com Ômega 3)  e mdx DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 
3). Cada coluna representa a média das medidas de força obtidas a partir de 10 animais. Nível de 
significância indicado pela letra com asterisco “a*” quando comparado com o grupo C57BL/10 pré-
tratamento e pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 pós-tratamento (P<0,05). A 
significância estatística foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de Sidak. 
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5.1.1.2 Avaliação da atividade locomotora espontânea (Open-Field Test)  

 
Analisando as médias da atividade locomotora horizontal espontânea, ou seja, o 

número de cruzamento (crossing) obtidos antes do início do tratamento com os obtidos 

após o término do tratamento, notou-se que o animal normal (C57BL/10) não 

apresentou mudanças significativas antes e após o tratamento. Os animais mdx 

apresentaram diminuição significativa das médias do número de crossings (44%) 

quando comparados com os animais C57BL/10 ao final do tratamento (p<0,05). Os 

grupos tratados com ômega 3 (monoterapia e terapia combinada), apresentaram 

aumento significativo de 60% e 32%, respectivamente, no número de crossings, quando 

comparados com o grupo distrófico tratado com nujol (Figura 7). 

 
Figura 7- Open Field 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Número de crossings realizados anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pós-tratamento) aos 
tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ 
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e 
mdx DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna 
representa a média e desvio padrão do número de crossings obtidos a partir de 10 animais. Nível de 
significância indicado por asterisco (*) quando comparado com o início do tratamento, pela letra “a” com 
asterisco “*” (a*) quando comparado com o grupo C57BL/10 pré-tratamento, pela letra “a” quando 
comparado com o grupo C57BL/10 pós-tratamento e pela letra “b” quando comparado com o grupo mdx 
(P<0,05). A significância estatística foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de 
Sidak. 
 



53 
 

5.1.1.3 Avaliação de locomoção forçada em cilindro giratório (RotaRod test) 

 
Analisando as médias da latência de queda antes do início do tratamento com as 

obtidas após o término do tratamento de cada grupo estudado, observou-se que o animal 

mdx apresentou latência de queda de 24,2% a menos que o animal C57BL/10 antes do 

início do tratamento. Após o tratamento, observou-se aumento (49,2%) significativo da 

latência de queda apenas no grupo tratado com associação de deflazacorte e ômega 3 

(Figura 8).  

 
Figura 8- RotaRod 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Latência de queda observada anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pós-tratamento) aos tratamentos. 
Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx 
tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+O3
(camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna representa a 
média e desvio padrão da latência de queda obtida a partir de 10 animais. Nível de significância indicado
pela letra “a” com asterisco “*” (a*) quando comparado com o grupo C57BL/10 pré-tratamento e pela letra 
“b” quando comparado com o grupo mdx. A significância estatística foi determinada por ANOVA de duas 
vias seguido pelo pós-teste de Sidak. 
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5.1.1.4 Suspenção em fio metálico  

 
Analisando a variação (Δ) do impulso antes do início do tratamento e após o 

término do tratamento de cada grupo estudado, observou-se que os animais mdx 

apresentaram diminuição significativa (86,2%) da variação de impulso quando 

comparados com os animais C57BL/10 ao final do tratamento. Também houve 

diminuição significativa (65,9%) da variação de impulso do animal distrófico quando 

comparado o final com o início do tratamento (p<0,05). Após os tratamentos observou-

se redução semelhante de aproximadamente 65% em todos os grupos quando 

comparados à avaliação realizada antes do tratamento (Figura 9). 

 

Figura 9- Suspensão em fio metálico 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5.1.1.5 Retenção de quatro membros 

Os animais distróficos apresentaram queda na variação (Δ) do impulso tanto 

antes (3 meses), quanto ao termino do tratamento (8 meses), em comparação ao grupo 

C57BL/10 com as mesmas idades. Os tratamentos não influenciaram estes resultados 

(Figura 10). 

Variação de impulso observadas anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pós-tratamento) aos 
tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ 
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx 
DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna 
representa a média e desvio padrão da variação de impulso obtida a partir de 10 animais. Nível de 
significância indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 e por asterisco “*” quando 
comparado com o pré-tratamento (P<0,05). A significância estatística foi determinada por ANOVA de 
duas vias seguido pelo pós-teste de Sidak. 
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Figura 10- Retenção de quatro membros 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5.1.1.6 Calorimetria indireta: consumo máximo de oxigênio (VO2), produção máxima 

de dióxido de carbono (VCO2) e quoeficiente respiratório (QR) 

O consumo de oxigênio e a produção de dióxido de carbono nos períodos diurno 

e noturno foram semelhantes entre os grupos analisados. Ao final dos tratamentos foi 

observada redução significativa no consumo de oxigênio e na produção de dióxido de 

carbono apenas no grupo mdx tratado com nujol. Os tratamentos propostos não 

interferiram no consumo de oxigênio e produção de CO2 (Figura 11). 

O quoeficiente respiratório foi semelhante em todos os grupos experimentais, 

tanto no período diurno, quanto no período noturno.  

 

 

 

 

 

 

 

Variação de impulso observadas anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pós-tratamento) aos
tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ 
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx

DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna
representa a média e desvio padrão da variação de impulso obtida a partir de 10 animais. Nível de
significância indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 (P<0,05). A significância
estatística foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de Sidak. 
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Figura 11- Calorimetria Indireta 
 

 

Consumo de oxigênio (VO2), produção máxima de dióxido de carbono (VCO2) e quoeficiente respiratório (QR). 
Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com 
deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com 
a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna representa a média das medidas obtidas a partir de 10 
animais. Nível de significância indicado por asterisco “*” quando comparado com início do tratamento (P<0,05). A 
significância estatística foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de Sidak. 
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 Análise morfológica 5.1.2

5.1.2.1 Músculo Diafragma 

5.1.2.1.1 Análise Qualitativa 
 

No músculo diafragma do grupo C57BL/10, foram observadas majoritariamente 

fibras com núcleo periférico, característica do músculo normal, no diafragma distrófico 

observaram-se fibras com núcleo periférico e com núcleo central, característica de fibras 

normais e regeneradas, respectivamente (Figura 12). No grupo distrófico tratado com 

Nujol, foram observadas áreas com a celularidade aumentada, representando área com 

presença de inflamação (Figura 12). 

No músculo diafragma do grupo C57BL/10, foi observada discreta área corada 

com verde-luz referente à fáscia muscular, composta por tecido conjuntivo (Figura 25).  

A fibrose foi evidenciada em todos os grupos dos animais distróficos, através da 

presença de abundante tecido conjuntivo corado por verde-luz pela coloração de 

Tricrômico de Masson (Figura 12).  

 

5.1.2.1.2 Análise Quantitativa 
 

No músculo diafragma, foi observado aumento significativo (aproximadamente 

2,5 vezes) nas áreas ocupadas por fibras com núcleo central, indicativo de regeneração 

muscular, nos grupos tratados com Ω3 e DFZ+ Ω3, quando comparados com o grupo 

tratado com nujol (Figura 13). Para este mesmo parâmetro observou-se que o grupo 

tratado com a associação dos fármacos apresentou o dobro de área regenerada (18,80%), 

quando comparado com o grupo tratado com nujol (9,20%). Ambos os tratamentos não 

protegeram o músculo diafragma da distrofinopatia no estágio tardio da doença, não 

havendo diferença na área ocupada por fibras com núcleo periférico (Figura 13). 

Embora não tenha sido significativa, foi observada uma tendência à redução da área de 

fibrose dos animais tratados com DFZ (20,6%), Ω3 (20,5%) e DFZ+ Ω3 (16%), quando 

comparadas ao grupo tratado com Nujol. Foi observado aumento significativo na área 

de inflamação do grupo tratado com nujol, quando comparado com o grupo C57BL/10, 

porém, não foi observada diferença significativa deste parâmetro nos grupos tratados 

com os fármacos, quando comparados com o grupo distrófico tratado com nujol (Figura 

13).  
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Figura 12- Cortes transversais do músculo diafragma. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cortes transversais de músculo diafragma corados com Hematoxilina e Eosina (primeira coluna) e 
Tricrômico de Masson (segunda coluna). Indicados: inflamação (área circundada por traços), fibra com 
núcleo periférico (seta) e fibra com núcleo central (cabeça de seta). Fibrose representada pela cor verde-
luz Aumento 20X. Escala 100µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



59 
 

Figura 13- Dados morfométricos do músculo diafragma 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.1.2.2 Coração 

5.1.2.2.1 Análise Qualitativa 
 

Nos cortes de corações corados com Hematoxilina e Eosina foram observadas 

fibras em secções transversais e longitudinais, característica deste órgão que possui 

camadas de fibras musculares com essas disposições. Devido a essa característica, não 

são quantificadas as áreas com fibras com centralização nuclear, uma vez que, para 

fazer essa análise, precisamos visualizar a fibra muscular seccionada transversalmente 

(Figura 14). 

No coração dos animais distróficos a presença de fibrose foi evidenciada através 

de abundante tecido conjuntivo corado com verde-luz pela coloração de Tricrômico de 

Masson (Figura 14).  

 

 

 

Porcentagem das áreas ocupadas por núcleo periférico (NP), núcleo central (NC), fibrose e inflamação no 
músculo diafragma. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ 
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx

DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna 
representa a porcentagem das áreas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nível de significância indicado 
pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado
com Nujol e “c” quando comparado com o grupo tratado com DFZ. A significância estatística foi 
determinada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Tukey. 
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5.3.2.2.2 Análise Quantitativa 
 

Para quantificação da área ocupada por fibrose, analisamos o ventrículo direito, 

ventrículo esquerdo e o septo interventricular separadamente. Todos os animais 

distróficos apresentaram aumento significativo da fibrose quando comparados com os 

animais C57BL/10, nessas três regiões. O ventrículo direito do grupo distrófico tratado 

com associação dos fármacos apresentou significativo aumento (aproximadamente três 

vezes) da área de fibrose quando comparado com o grupo distrófico tratado com Nujol e 

com DFZ (Figura 15). 

 

Figura 14- Cortes transversais de corações corados com Hematoxilina e Eosina. 
 

 
  

Cortes transversais de corações corados com Hematoxilina e Eosina (primeira coluna) e Tricrômico de 
Masson (segunda coluna). Indicados: inflamação (área circundada por traços), cardiomiócito (seta). 
Fibrose representada pela cor verde-luz Aumento 20X. Escala 100µm. 
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Figura 15- Dados morfométricos do músculo cardíaco. 

5.1.2.3 Músculo Bíceps Braquial 

5.1.2.3.1 Análise Qualitativa 
 

Nos cortes dos músculos bíceps braquiais do grupo C57BL/10 corados com 

Hematoxilina e Eosina foram observadas fibras em secções transversais 

majoritariamente com núcleo periférico, característica do músculo íntegro, ou seja, que 

não sofreu degeneração, enquanto que nos cortes dos grupos distróficos foi possível 

observar fibras com núcleo periférico e com núcleo central, característica de fibras 

normais e regeneradas, respectivamente (Figura 16). Diferentemente do músculo 

diafragma, não foi observada área com celularidade aumentada, característica de 

processo inflamatório. 

 
 
 
 

Porcentagem da área de fibrose no ventrículo direito (VD), septo interventricular (septo) e ventrículo 
esquerdo (VE) no coração. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ 
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx 
DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna 
representa a porcentagem das áreas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nível de significância indicado 
pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado 
com Nujol e “c” quando comparado com o grupo tratado com DFZ. A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Tukey. 
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5.1.2.3.2 Análise Quantitativa 
 

No músculo bíceps braquial distrófico foi observada uma redução de 

aproximadamente 95% da área ocupada por fibras com núcleo periférico quando 

comparado ao animal C57BL/10. Inversamente, no animal distrófico foi observada 

aproximadamente 95% de área ocupada por núcleo central, indicativo de regeneração 

muscular. Nos grupos tratados com Ω3 e DFZ, isolados ou em associação, houve uma 

redução significativa de aproximadamente 8% da área regenerada, não havendo uma 

diferença significativa entre os tratamentos (Figura 17). 

 

Figura 16 - Cortes transversais de bíceps braquial corados com Hematoxilina e Eosina 

Cortes transversais de músculo bíceps braquial corados com Hematoxilina e Eosina. Indicados: fibra com 
núcleo periférico (seta) e fibra com núcleo central (cabeça de seta). Aumento 20X. Escala 100µm 
 

Figura 17- Dados morfométricos do músculo bíceps braquial 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Porcentagem das áreas ocupadas por núcleo periférico (NP) e núcleo central (NC) no músculo bíceps 
braquial. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ 
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e 
mdx DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna 
representa a porcentagem das áreas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nível de significância 
indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo 
mdx tratado com Nujol. A significância estatística foi determinada pelo teste ANOVA de uma via, 
seguido pelo pós-teste de Tukey. 
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5.1.2.4 Músculo Quadríceps Femoral 

5.1.2.4.1 Análise Qualitativa 
 

O músculo quadríceps do grupo C57BL10 apresentou fibras com núcleo 

periférico, característica histológica do músculo íntegro, enquanto que nos quadríceps 

dos animais distróficos foi notada predominância de fibras com núcleo central, de 

diâmetros variados, característica de fibras regeneradas (Figura 18). Não foi observada 

área de inflamação ou fibrose no músculo quadríceps.   

 

Figura 18- Cortes transversais de quadríceps femoral corados com Hematoxilina e 
Eosina 

 
Cortes transversais de músculo quadríceps femoral corados com Hematoxilina e Eosina. Em A, músculo 
de camundongo C57BL10. Em B, músculo de camundongo mdx tratado com nujol. Em C, músculo de 
camundongo mdx tratado com DFZ. Em D, músculo de camundongo mdx tratado com Ω3. Em E, 
músculo de camundongo mdx tratado com DFZ+Ω3. Indicados: fibra com núcleo periférico (seta) e fibra 
com núcleo central (cabeça de seta). Aumento 20X. Escala 100µm 

 

5.1.2.4.2 Análise Quantitativa 
 

No músculo quadríceps femoral distrófico foi observada aproximadamente 95% 

de área ocupada por núcleo central, indicativo de regeneração muscular. Não havendo 

uma diferença significativa entre os grupos tratados com Ω3 e DFZ, isolados ou em 

associação (Figura 19). 
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Figura 19- Dados morfométricos do músculo quadríceps femoral 
 

 
Porcentagem das áreas ocupadas por núcleo periférico (NP) e núcleo central (NC) no músculo quadríceps 
femoral. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ 
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e 
mdx DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna 
representa a porcentagem das áreas analisadas obtidas a partir de 5 animais. Nível de significância 
indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10, “b” quando comparado com o grupo 
mdx tratado com Nujol. A significância estatística foi determinada pelo teste ANOVA de uma via, 
seguido pelo pós-teste de Tukey. 
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 Análise bioquímica 5.1.3

5.1.3.1  Níveis séricos de Creatina Quinase (CK)  

 
Como esperado, os camundongos mdx apresentaram elevação significativa (2,5 

vezes de aumento) da CK em relação ao animal normal (C57BL/10). Os grupos tratados 

diminuíram aproximadamente 30% os níveis de CK quando comparados com o grupo 

distrófico tratado com nujol (Figura 20).  

 

Figura 20- Creatina quinase 
 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Níveis de CK obtidos após os tratamentos. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com 
Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com 
Ômega 3)  e mdx DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). 
Cada coluna representa a média dos níveis de CK obtidas a partir de 10 animais. Nível de significância 
indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10. Nível de significância indicado pela 
letra “b” quando comparado com o grupo mdx (P<0,05). A significância estatística foi determinada pelo 
teste ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste de Tukey. 
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5.1.3.2 Níveis séricos de Creatina Quinase Cardíaca (CK-MB) e Peso Relativo do 

Coração 

 
A creatina quinase cardíaca apresentou elevação significativa (duas vezes) em 

camundongos mdx em relação ao animal normal (C57BL/10). Quando comparado com 

o grupo distrófico tratado com nujol, observamos uma redução de 81% no grupo tratado 

com deflazacorte, 46% no grupo tratado com ômega 3 e de 65% no grupo tratado com 

associação dos fármacos (Figura 21A). Quanto ao peso relativo do coração, foi 

observado aumento significativo do peso do órgão dos grupos mdx nujol (9,3%), mdx 

tratado com DFZ (9,8%) e mdx tratado com a combinação dos fármacos (5,3%) (Figura 

21 B). 

Figura 21- CK-MB e peso relativo do coração 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 Análise toxicológica 5.1.4

5.1.4.1 Massa corporal 

Para avaliar o crescimento somático dos animais foi realizada comparação de 

suas massas corporais antes do início e após o final do tratamento (Figura 22). Foi 

observada diferença significativa na média da massa corporal entre o início e o final do 

tratamento nos grupos controle e mdx nujol. O tratamento com DFZ, Ω3 e a combinação 

Grupo Relação peso/órgão 
C57BL/10 3,76 ± 0,03 

mdx 4,11 ± 0,21a 
DFZ 4,13 ± 0,05 a 
Ω3 3,3 ± 0,05 

DFZ+ Ω3 3,96 ± 0,18 a 

Níveis de CK-MB (A) obtidos após os tratamentos e relação peso/ órgão do coração (B). Grupos: C57BL/10, 
mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), 
mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a 
associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna representa a média dos níveis de CKMB obtidas a 
partir de 10 animais. Nível de significância indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo C57BL/10. 
Nível de significância indicado pela letra “b” quando comparado com o grupo mdx.  (P<0,05). A significância 
estatística foi determinada pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste de Tukey. 
 
 

CK-MB B A 
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de ambas, não diferiram estatisticamente na massa após o tratamento, o que, neste caso, 

como era esperado o crescimento do animal, aparentemente interferiram no crescimento 

dos animais. 

 

Figura 22- Média das massas corporais 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5.1.4.2 Estudo das enzimas hepáticas e histologia do figado  

 
Os animais distróficos apresentaram elevados níveis da razão CK/ALT (1,6 

vezes) e CK/AST (13 vezes) em comparação aos animais controles.  Os tratamenteos 

não alteraram a razão CK/ALT, mas reduziram significativamente a CK/AST. O peso 

relativo do fígado, foi alterado nos grupos mdx DFZ (aumento de 27%) e mdx DFZ+Ω3 

(aumento de 19%) em comparação aos C57BL10 e mdx tratado com ômega-3 (29% e 

21%, respectivamente) (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

Médias das massas corporais anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pós-tratamento) aos tratamentos 
propostos em cada grupo. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ
(camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx

DFZ+O3 (camundongos mdx tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3). Cada coluna 
representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nível de significância indicado 
por asterisco (*) quando comparado com o início do tratamento. A significância estatística foi determinada 
por ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de Sidak. 
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Figura 23- Enzimas hepáticas, peso relativo e histologia do fígado 

 

 

 

 

 

 

Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados 
com deflazacorte), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+O3 (camundongos mdx 
tratados com a associação de deflazacorte com Ômega 3) com 8 meses de idade, término do tratamento. As 
colunas representam média (n=10animais por grupo) e desvio padrão das razões CK/ALT (A) e CK/AST (B). 
Peso relativo do fígado (C). Nível de significância indicado pela letra “a” quando comparado com o grupo 
C57BL10; “c” quando comparado com o grupo Ω3 (P<0,05). A significância estatística foi determinada por 
ANOVA. D: Análise histológica do fígado. Secções transversais coradas com HeE (n= 5 animais por grupo). 
Cabeça de seta(►): núcleo dos hepatócitos. Asterisco (*): veia centro-lobular. Cerquilha (#): espaço porta. 
Aumento 20X. Escala:100µm. 
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 Marcadores de autofagia (Western Blot) 5.1.5

5.1.5.1 Músculo Diafragma 

No músculo diafragma observou-se menores níveis de mTOR nos animais 

distróficos tratados com Nujol, em comparação aos animais do grupo controle, 

C57BL/10. Ambos tratamentos, isolados ou em associação, apresentaram maiores 

níveis de mTOR e Akt, a terapia combinada foi menos efetiva que as terapias isoladas, 

neste efeito (Figura 24).  

Figura 24- Marcadores da autofagia no diafragma 

 
Marcadores da autofagia no músculo diafragma (western blot). Grupos: C57BL/10, mdx Nujol 
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx 
Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+ Ω3 (camundongos mdx tratados com a 
associação de deflazacorte com Ômega 3). Gráfico representando os níveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC 
3 normalizados pelo GAPDH. Nível de significância indicado pela letra “a” quando comparado com o 
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado 
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Ω3. A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
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5.1.5.2 Coração 

No músculo cardíaco de animais distróficos foram observados maiores níveis de 

Akt e FOX03a, enquanto que os níveis de mTOR e LC-3 não diferiram quando 

comparados com o grupo C57BL/10. O tratamento com Ω3, isolado ou combinado com 

DFZ,  aumentou os níveis de mTOR, e Akt (Figura 25).  

Figura 25- Marcadores da autofagia no coração 

Marcadores da autofagia no músculo cardíaco (western blot). Grupos: C57BL/10, mdx Nujol 
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx 
(camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+ Ω3 (camundongos mdx tratados com a 
associação de deflazacorte com Ômega 3). Gráfico representando os níveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC 
3 normalizados pelo GAPDH. Nível de significância indicado pela letra “a” quando comparado com o 
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado 
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Ω3. A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
 

 

 

 

 

 



71 
 

5.1.5.3 Músculo Bíceps Braquial 

 
Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos C57BL/10 e 

distrófico no músculo bíceps braquial. As terapias elevaram os níveis de Akt quando 

administradas isoladamente, os níveis de mTOR aumentaram significativamente com a 

associação dos fármacos (Figura 26). 

 
Figura 26- Marcadores da autofagia no músculo bíceps braquial 

 

Marcadores da autofagia no músculo bíceps braquial (western blot). Grupos: C57BL/10, mdx Nujol 
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx 
Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+ Ω3 (camundongos mdx tratados com a 
associação de deflazacorte com Ômega 3). Gráfico representando os níveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC 
3 normalizados pelo GAPDH. Nível de significância indicado pela letra “a” quando comparado com o 
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado 
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Ω3. A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
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5.1.5.4 Músculo Quadríceps Femoral 

 
O músculo quadríceps femoral dos animais mdx apresentou maiores níveis de 

Akt e mTOR. O Ω3 aumentou a razão LC 3II/LC 3I (Figura 27). 

 

Figura 27- Marcadores da autofagia no músculo quadríceps femoral 

 
Marcadores da autofagia no músculo quadríceps femoral (western blot). Grupos: C57BL/10, mdx Nujol 
(camundongos mdx tratados com Nujol), mdx DFZ (camundongos mdx tratados com deflazacorte), mdx 
Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3)  e mdx DFZ+ Ω3 (camundongos mdx tratados com a 
associação de deflazacorte com Ômega 3). Gráfico representando os níveis de mTOR, FOX03a, Akt e LC 
3 normalizados pelo GAPDH. Nível de significância indicado pela letra “a” quando comparado com o 
grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” quando comparado 
com o grupo DFZ, “d” quando comparado com o grupo Ω3. A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
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Em suma, quando comparamos o animal C57BL/10 com o mdx, não percebemos 

relação entre os níveis dos reguladores negativos (mTOR e Akt) e positivos (FOXO3a e 

LC3) da autofagia com o fenótipo distrófico dos músculos analisados, conforme ilustra 

a tabela 3. Ao avaliar o efeito das terapias nos níveis dos marcadores autofágicos, 

notamos que as terapias, isoladas ou em associação, aumentaram FOXO3a, regulador 

positivo da autofagia, em todos os músculos analisados. A terapia com Ω3 foi eficaz na 

diminuição de mTOR e Akt e no aumento de FOXO3a e razão LC3-II/LC3-I no 

músculo quadríceps, conforme ilustra a tabela 4 

Tabela 3: Comparação entre os animais C57BL10 e mdx dos marcadores de autofagia 

nos músculos estudados. ↑: aumento do marcador no mdx comparado ao C57BL/10; ↓: 

diminuição do marcador no mdx comparado ao C57BL/10; = não houve diferença do 

marcador entre o mdx e o C57BL/10. 

  

 

 

 

 

 

Tabela 4: Efeito das terapias nos níveis de marcadores de autofagia (comparação mdx 

não tratado x mdx tratado). Terapias indicadas: DFZ/Ω3 (terapias isoladas), DFZ+Ω3 

(terapia combinada). ↑: aumento do marcador pelas terapias; ↓: diminuição do 

marcador; = não houve efeito das terapias. 
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5.2 RESULTADOS REFERENTES AO MECANISMO DE AÇÃO DO OMEGA-3 

 Receptores de ácidos graxos e marcadores da inflamação (western blot) 5.2.1

5.2.1.1 Músculo Diafragma 

No músculo diafragma foi observado aumento (38,8%) dos níveis do receptor 

GPR40 no grupo distrófico quando comparado com o grupo C57BL/10. O grupo 

Ω3+GW (que recebeu bloqueador específico para o GPR40) apresentou diminuição 

significativa dos níveis deste receptor, bem como os grupos tratados com DMSO e Ω3, 

quando comparados ao grupo distrófico tratado com Nujol (Figura 28). 

Não foi observada diferença significativa nos níveis do receptor GPR120 entre 

os grupos analisados, com exceção do grupo Ω3+GW, que recebeu bloqueador 

específico para o GPR120 e apresentou redução significativa quando comparado com os 

demais grupos (Figura 28). 

Quanto aos marcadores da inflamação, observamos aumentos dos níveis de NF-

kB (2x) e TNF-α (3,7x) no grupo mdx Nujol quando comparados com o grupo 

C57BL/10 (Figura 28). Os grupos tratados com DMSO e Ω3 reduziram igualmente os 

níveis de NF-kB (26%) e TNF-α (50%) quando comparados ao grupo mdx. Foi 

observado aumento significativo dos níveis dos marcadores da inflamação nos grupos 

que receberam GW e AH associados ao Ω3, quando comparados aos grupos que 

receberam DMSO e Ω3 (Figura 28). 
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Figura 28- Receptores de ácidos graxos e marcadores da inflamação no diafragma 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Receptores de ácidos graxos e marcadores da inflamação no músculo diafragma (western blot). Grupos: 
C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e salina), mdx DMSO (camundongos mdx 
tratados com DMSO e salina), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3 e salina), mdx  
Ω3+GW (camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 e GW110) e mdx  Ω3+AH 
(camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 e AH7614). Gráfico representando os níveis 
de GPR40, GPR120, NF-kB e TNF-α normalizados pelo GAPDH. Nível de significância indicado pela 
letra “a” quando comparado com o grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado 
com Nujol, “c” quando comparado com o grupo mdx tratado com DMSO, “d” quando comparado com o 
grupo Ω3 e “e” quando comparado com o grupo Ω3+GW. A significância estatística foi determinada pelo 
teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
 
 
5.2.1.2 Coração 

No músculo cardíaco não foi observada diferença significativa nos níveis dos 

receptores GPR40 e GPR120 entre os animais C57BL/10 e mdx (Figura 29). O grupo 

Ω3+GW, que recebeu bloqueador específico para o GPR40, apresentou diminuição 

significativa deste receptor quando comparado com os grupos controle (43,5%) e 

distrófico (34,6%) (Figura 11). Este mesmo grupo também apresentou diminuição 

(50%) dos níveis de GPR120 quando comparado com o grupo C57BL/10 (Figura 29). 
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Quanto aos marcadores da inflamação, observamos aumentos dos níveis de 

TNF-α (4,6x) no grupo mdx Nujol quando comparados com o grupo C57BL/10. Os 

níveis de TNF-α reduziram nos grupos tratados com DMSO (37%) e Ω3 (44%) quando 

comparados ao grupo mdx. Foi observado aumento significativo dos níveis de TNF-α 

nos grupos Ω3+GW e Ω3+AH, quando comparados aos grupos que receberam DMSO e 

Ω3 (Figura 29). 

 
Figura 29- Receptores de ácidos graxos e marcadores da inflamação no coração 

 
Receptores de ácidos graxos e marcadores da inflamação no coração (western blot). Grupos: C57BL/10, 
mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com 
DMSO e salina), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3 e salina), mdx  Ω3+GW 
(camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 e GW110) e mdx  Ω3+AH (camundongos mdx 
tratados com a associação de Ômega 3 e AH7614). Gráfico representando os níveis de GPR40, GPR120, 
NF-kB e TNF-α normalizados pelo GAPDH. Nível de significância indicado pela letra “a” quando 
comparado com o grupo C57BL10, “b” quando comparado com o grupo mdx tratado com Nujol, “c” 
quando comparado com o grupo mdx tratado com DMSO, “d” quando comparado com o grupo Ω3 e “e” 
quando comparado com o grupo Ω3+GW. A significância estatística foi determinada pelo teste ANOVA 
de uma via, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
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 Análise morfológica 5.2.2

5.2.2.1 Músculo Diafragma 

No músculo diafragma dos grupos distróficos foi possível observar fibras com 

núcleo periférico e com núcleo central, característica de fibras normais e regeneradas, 

respectivamente (Figura 30). No grupo mdx tratado com Nujol foram observadas área 

com a celularidade aumentada, indicativo de inflamação (Figura 30). No grupo Ω3 as 

fibras musculares apresentaram-se justapostas, enquanto que nos grupos mdx, Ω3+GW 

e Ω3+AH foi observado um espessamento do perimísio, o que pode indicar o início da 

deposição de tecido fibroso no músculo diafragma. 

 
Figura 30- Cortes transversais do músculo diafragma 

 
Cortes transversais de músculo diafragma corados com Hematoxilina e Eosina. Indicados: inflamação 
(área circundada por traços), fibra com núcleo periférico (seta) e fibra com núcleo central (cabeça de 
seta). Aumento 20X. Escala 100µm. 
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5.2.2.2 Coração 

 
Foram observados cardiomiócitos seccionados transversal e longitudinalmente, 

característica histológica deste órgão que possui camadas de fibras musculares com 

essas disposições (Figura 31). Nos grupos mdx, Ω3+GW e Ω3+AH foi observado 

discreto espaço entre os cardiomiócitos, já no grupo Ω3 as fibras cardíacas apresentam-

se justapostas. 

 
Figura 31- Cortes transversais do coração 
 

 
Cortes transversais de corações corados com Hematoxilina e Eosina. Indicados: cardiomiócito (seta). 
Aumento 20X. Escala 100µm. 
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 Resultados complementares ao estudo do mecanismo de ação do ômega 3 5.2.3

5.2.3.1 Massa corporal 

Para avaliar o crescimento somático dos animais foi realizada comparação de 

suas massas corporais antes do início e após o final dos tratamentos (Figura 32). Foi 

observado aumento significativo da massa nos grupos distróficos tratados com Nujol, 

DMSO, Ω3+GW e Ω3+AH quando comparados ao grupo C57BL/10. O grupo 

distrófico tratado com Ω3 foi o único que não apresentou ganho significativo de massa. 

 

Figura 32- Média das massas corporais 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Médias das massas corporais anterior (pré-tratamento) e posteriormente (pós-tratamento) aos tratamentos 
propostos em cada grupo. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e 
salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e salina), mdx Ω3 (camundongos mdx 
tratados com Ômega 3 e salina), mdx  Ω3+GW (camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 
e GW110) e mdx  Ω3+AH (camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 e AH7614). Cada 
coluna representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nível de significância 
indicado por “a” quando comparado com o grupo controle. A significância estatística foi determinada por 
ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de Sidak. 
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5.2.3.2 Atividade locomotora espontânea 

Analisando o número de crossings obtidos ao término do tratamento, notou-se que 

o animal distrófico apresentou redução significativa (32,5%) da atividade quando 

comparado ao animal C57BL/10. As terapias e os bloqueadores não modificaram esse 

resultado (Figura 33). 

 

Figura 33- Open Field 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Médias do número de crossings. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e 
salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e salina), mdx Ω3 (camundongos mdx 
tratados com Ômega 3 e salina), mdx  Ω3+GW (camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 
e GW110) e mdx  Ω3+AH (camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 e AH7614). Cada 
coluna representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nível de significância 
indicado por “a” quando comparado com o grupo controle. A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste de Tukey. 

 

5.2.3.3 Creatina Quinase 

Os camundongos mdx apresentaram elevação significativa (13,9 vezes de 

aumento) da CK em relação ao animal normal (C57BL/10). O grupos tratados com 

DMSO e Ω3 tiveram uma diminuição significativa de 58,6% e 72,1%, respectivamente, 

dos níveis de CK quando comparados com o grupo distrófico tratado com nujol. Os 

grupos foram tratados com os antagonistas, aumentaram em aproximadamente 4 vezes 

nos níveis de CK, quando comparados ao grupo que recebeu apenas Ω3 (Figura 34). 
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Figura 34- Creatina Quinase 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Médias da creatina quinase. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e 
salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e salina), mdx Ω3 (camundongos mdx 
tratados com Ômega 3 e salina), mdx  Ω3+GW (camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 
e GW110) e mdx  Ω3+AH (camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 e AH7614). Cada 
coluna representa a média das massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nível de significância 
indicado por “a” quando comparado com o grupo C57BL/10 e “b” quando comparado com o grupo mdx, 

“c” quando comparado com o grupo DMSO e “d” quando comparado com o grupo Ω3. A significância 
estatística foi determinada pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste de Tukey. 

 

5.2.3.4 Creatina quinase cardíaca (CK-MB) e peso relativo do coração 

Os camundongos mdx apresentaram elevação significativa (12,5 vezes de 

aumento) da CK-MB em relação ao animal C57BL/10. O Ω3 reduziu de forma 

significativa (61%) os níveis de CK-MB quando comparados com o grupo distrófico 

tratado com nujol; este efeito do Ω3 foi inibido pelos bloqueadores de receptores de 

ácidos graxos (Figura 35A). Não houve diferença significativa no peso relativo do 

coração entre os grupos (Figura 35B). 
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Figura 35- Creatina quinase cardíaca e peso relativo do coração 
 

 

 

 

 

 

 

 

Níveis de CK-MB (A) obtidos após o tratamento e peso relativo do coração (B). Grupos: C57BL/10, mdx 
Nujol (camundongos mdx tratados com Nujol e salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com 
DMSO e salina), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3 e salina), mdx  Ω3+GW 
(camundongos mdx tratados com a associação de Ômega 3 e GW110) e mdx  Ω3+AH (camundongos mdx 
tratados com a associação de Ômega 3 e AH7614). Cada coluna representa a média e desvio-padrão das 
massas corporais mensuradas a partir de 10 animais. Nível de significância indicado por “a” quando 
comparado com o grupo controle, “b” quando comparado com o grupo mdx, “c” quando comparado com 
o grupo DMSO e “d” quando comparado com o grupo Ω3. A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste de Tukey. 

 

5.2.3.5 Estudos das enzimas hepáticas (Relação CK/ALT e CK/AST) 

Os animais distróficos apresentaram discreto aumento, não significativo, da razão 

CK/ALT e CK/AST em comparação aos animais controles. Os tratamentos, associados 

ou não aos bloqueadores não alteraram as razões CK/ALT e CK/AST (Figura 36A, B). 

Não houve diferença significativa no peso relativo do fígado entre os grupos (Figura 36 

C). 
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Figura 36- Enzimas hepáticas e peso relativo do fígado. 

 
Médias das razões CK/ALT e CK/AST e peso relativo do fígado. Grupos: C57BL/10, mdx Nujol 
(camundongos mdx tratados com Nujol e salina), mdx DMSO (camundongos mdx tratados com DMSO e 
salina), mdx Ω3 (camundongos mdx tratados com Ômega 3 e salina), mdx  Ω3+GW (camundongos mdx 
tratados com a associação de Ômega 3 e GW110) e mdx  Ω3+AH (camundongos mdx tratados com a 
associação de Ômega 3 e AH7614). Cada coluna representa a média das razões CK/ALT (A) e CK/AST 
(B) obtidas a partir de 10 animais. Peso relativo do fígado (C). A significância estatística foi determinada 
pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste de Tukey. 
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6 DISCUSSÃO 

 
6.1 AUTOFAGIA 

A autofagia desempenha papel fundamental na homeostase do tecido muscular. 

Em níveis elevados contribui para o catabolismo muscular e em níveis baixos provoca 

degeneração muscular devido ao acúmulo de ERMOs que culminam no aumento do 

estresse oxidativo (DE PALMA et al., 2014). 

Na distrofia muscular, proteínas relacionadas à autofagia, como a LC 3 e Akt, 

apresentam-se alteradas em músculos de camundongos mdx e de pacientes com DMD 

(PETER e CROSBIE, 2006; DE PALMA et al., 2012).  

A questão inicial deste trabalho foi verificar se músculos distróficos que são 

afetados em diferentes intensidades pela falta de distrofina apresentariam níveis 

diferenciados dos marcadores de autofagia, o que poderia explicar, pelo menos em 

parte, os diferentes fenótipos distróficos. 

Quanto a intensidade da distrofinopatia, as análises histopatológicas indicaram 

que o diafragma, seguido pelo coração, estavam mais afetados do que os músculos 

apendiculares. O diafragma exibiu intensa fibrose (45% de fibrose) e inflamação 

discreta. O coração apresentou área de inflamação discreta ou até mesmo inexistente, o 

que está de acordo com o fato de que alterações morfológicas mais expressivas são 

observadas tardiamente no músculo cardíaco (KAMDAR e GARY, 2016). Entretanto, 

os níveis sérios de CK-MB, enzima liberada na corrente sanguínea após a mionecrose 

de músculo estriado cardíaco, estavam elevados, tal como observado anteriormente 

(FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 2016), sugerindo necrose do miocárdio; isto 

também pode explicar o aumento do peso do coração dos animais distróficos em relação 

aos controles, aumento este que pode significar fibrose no músculo cardíaco, tal como 

observado na análise morfológica. 

Já os músculos apendiculares, quadríceps e bíceps, estavam morfologicamente 

menos afetados que o diafragma e coração, apresentando nesta fase da doença 95% de 

fibras regeneradas, sem áreas de infiltrado inflamatório ou fibrose. Não obstante, os 

níveis séricos de CK estavam elevados no mdx, sugerindo presença de mionecrose, de 

acordo com a literatura clássica do mdx (PASTORET e SEBILLE, 1995; SEIXAS et 

al., 1997; GROUNDS, 2008). 

No que tange os marcadores de autofagia, o músculo bíceps braquial distrófico 

apresentou todos os marcadores estudados em níveis semelhantes aos do animal 
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controle. Isto sugere que a autofagia se processava normalmente neste músculo, o que 

pode ser coerente com o fato deste músculo ser o menos afetado neste momento e 

provavelmente ter atingido um estado de equilíbrio quanto a distrofinopatia. No 

quadríceps distrófico, que também estava totalmente regenerado, dois marcadores, Akt 

e mTOR, estavam aumentados em relação ao normal, no momento analisado, de acordo 

com outros trabalhos, em relação a mTOR (DE PALMA et al., 2012). Estes marcadores 

são considerados reguladores negativos da autofagia. Já no coração distrófico, Akt e 

FOXO3a estavam aumentados, sendo FOXO3a um indicador de autofagia ativa. A 

proteína Akt, inibidora do processo autofágico, apresentou níveis elevados tanto em 

camundongos mdx durante os picos de inflamação e mionecrose, quanto em pacientes 

com DMD (PETER e CROSBIE, 2006). Peter e Crosbie (2006) demonstraram que 

camundongos com distrofia muscular deficiente em sarcoglicanas apresentaram 

fenótipo com degeneração mais exacerbada e exibiram sinalização de Akt elevada. No 

entanto, os níveis mais altos de ativação de Akt foram encontrados em camundongos 

deficientes de distrofina e utrofina, com distrofinopatia muito avançada. Os autores 

sugerem que a Akt possa servir como um biomarcador precoce da doença (PETER e 

CROSBIE, 2006). Nossos resultados sugerem que aumentos ou reduções destes 

marcadores (mTOR, Akt e FOXO3a) nem sempre se correlacionam com melhora ou 

piora do fenótipo distrófico. 

No diafragma distrófico, a maioria dos marcadores autofágicos estudados estava 

em níveis semelhantes aos dos animais controle: dos quatro marcadores estudados, 

apenas mTOR estava diminuído. Isto pode sugerir autofagia normal no diafragma 

distrófico. Entretanto, considerando que o diafragma foi o músculo mais afetado pela 

distrofia, seria razoável esperar alterações na maioria dos marcadores em relação ao 

controle; entretanto, apenas mTOR, regulador negativo, estava alterado. Seria possível 

especular que o diafragma distrófico tenha menor habilidade para adaptar a autofagia à 

sua condição distrófica, possivelmente devido ao aumento de cálcio neste músculo. A 

relação do cálcio com a autofagia foi demonstrada recentemente na fibra distrófica: a 

inibição de receptores IP3, que regulam o influxo de cálcio, normalizou a autofagia em 

fibras distróficas (VALLADARES et al., 2018). Comparado com os músculos 

apendiculares, o diafragma tem maiores níveis de canais de cálcio ativados por 

estiramento (MATSUMURA et al., 2011), tornando-o mais afetado possivelmente por 

maior influxo de cálcio, em relação aos músculos apendiculares. O presente trabalho 

permite supor que o maior acometimento do diafragma também pode estar relacionado, 
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pelo menos em parte, a menor habilidade deste músculo em regular positivamente a 

autofagia. 

Outra forma de avaliar a ativação da autofagia é através da razão entre as 

proteínas LC 3-II e LC 3-I. Durante a formação do autofagossomo a proteína LC 3-I é 

clivada e conjugada pela fosfatidiletanolamina transformando-se em LC 3-II. Portanto, 

o aumento da razão LC-3II/LC-3I indica aumento na formação de vesículas autofágicas 

(ZHAO et al., 2007). No presente estudo, a razão LC3 não se modificou em nenhum dos 

músculos distróficos estudados; visto que LC3 sugere autofagia ativa, este resultado 

sugere que, neste momento da doença a formação de vesículas autofágicas está em 

níveis semelhantes ao normal. 

Em conclusão, reguladores negativos (mTOR e Akt) e positivo (FOXO3a no 

coração) da autofagia parecem ser mais afetados nesta fase da doença, principalmente 

no quadríceps e no coração. Na fase estudada, nenhum dos músculos apresentou 

autofagia ativa, o que seria demonstrado por aumento da LC3. Não foi possível 

estabelecer uma correlação direta do grau de distrofinopatia com o nível de marcadores 

autofágicos: o diafragma, músculo mais afetado neste momento, exibiu padrão de 

marcadores semelhante ao do bíceps, o músculo menos afetado. Isto sugere que outros 

fatores, tais como regulação do influxo de cálcio, estão envolvidos na modulação da 

autofagia em diferentes músculos distróficos. 

 

6.2 EFEITOS DAS TERAPIAS NA AUTOFAGIA 

De maneira geral, o deflazacorte, o ômega-3 e a associação aumentaram os níveis 

dos marcadores autofágicos (principalmente mTOR, Akt e FOXO3a), com melhores 

efeitos do ômega-3 isolado, em todos os músculos estudados. Por exemplo, no 

quadríceps, o ômega-3 isolado pareceu ativar a autofagia, visto o aumento dos 

marcadores de autofagia ativa (LC3 e FOXO3a) e a diminuição dos reguladores 

negativos (mTOR e AkT). Concomitante a estas alterações nos marcadores autofágicos, 

as terapias promoveram melhoras da distrofinopatia, como verificamos pela redução da 

CK, de acordo com nossos resultados anteriores (FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 

2013; APOLINÁRIO 2015; MARANHÃO et al., 2015), além de melhoras funcionais, 

redução da inflamação e da mionecrose. Portanto, sugere-se que os efeitos benéficos dos 

antiinflamatórios também sejam devidos a capacidade destes fármacos em regular a 

autofagia. O corticoide pode atuar indiretamente, ao diminuir a inflamação. Ressalta-se 

que há relatos de aumento do fluxo autofágico promovido por corticóides em outros 
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tecidos, como ossos (SHI et al., 2015; WANG et al, 2015) e cartilagens (LIU et al., 

2014). 

Já o ômega-3 pode atuar diretamente nas vias autofágicas, uma vez que foi 

demonstrada relação entre receptores de ácidos graxos livres (GPR120, estudados na 

segunda parte deste projeto) e a via Akt (MONIRI, 2016). Adicionalmente, demonstrou-

se que o EPA restaurou a fosforilação de Akt ativada por peróxido de hidrogênio e 

induziu a fosforilação da AMPK em cardiomiócitos in vitro, atenuando o estresse 

oxidativo e ativando um sistema autofágico adaptativo, reforçando a ação direta do Ω3 

no fluxo autofágico (Hsu e colaboradores (2014). O DHA presente no Ω3 pode 

incorporar-se ao sarcolema (HISHIKAWA et al, 2017) e garantir a estabilidade ao 

CDG, o que parece ser importante para a autofagia, uma vez que alterações na interação 

das distroglicanas e laminina afetam a sinalização de Akt (LANGENBACH e RANDO, 

2002). 

Desta forma, o ômega-3 pode afetar as vias de autofagia quer pela diminuição da 

inflamação (CALDER et al., 2008; FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 2013) ou pela 

incorporação do DHA na membrana, promovendo a estabilidade do sarcolema 

(HISHIKAWA et al, 2017). 

Em conclusão, verificamos que o deflazacorte e o ômega-3, isolado ou em 

associação ao corticoide, afetam a via autofágica principalmente no que se refere a 

mTOR e Akt, pelo menos nesta fase da doença e de forma semelhante nos músculos 

apendiculares, no diafragma e no coração. A regulação da autofagia pelas terapias foi 

acompanhada de melhoras no fenótipo distrófico, sugerindo que o mecanismo de ação 

destas terapias também pode envolver as vias autofágicas. 

 

6.3 QUANTO AO ESTUDO DOS RECEPTORES DE ÁCIDOS GRAXOS 

Os receptores de ácidos graxos GPR40 e GPR120 bem como ligantes vêm sendo 

extensamente estudados, principalmente como tratamento para doenças metabólicas, 

como obesidade, diabetes mellitus tipo II e doenças cardiovasculares (CORNALL et al., 

2013; BRISCOE et al., 2016; DRAGANO et al., 2017). Uma vez que são receptores 

específicos para ácidos graxos livres, os ácidos graxos da família do Ω3 representam 

agonistas potentes para este receptor (HIRASAWA et al., 2005; OH et al., 2010) 

Nossa primeira questão foi verificar os níveis de GPR 40 e GPR 120 no coração 

e diafragma dos animais C57BL/10 e mdx, uma vez que a maioria dos trabalhos 

encontrados estudam estes receptores no hipotálamo (DRAGANO et al., 2017), 
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intestino (CHESHMEHKANI et al., 2015; HIDALGO et al., 2017; KATO et al., 2019, 

MOONWIRIYAKIT et al., 2019) e em adipócitos (EKBERG et al., 2016; 

MUNKARAH et al., 2016), sendo escassos os estudos no tecido muscular.  

Nosso estudo revelou que ambos receptores estão presentes no músculo 

diafragma e no coração dos animais C57BL/10 e mdx. O GPR 40 apresentou níveis 

mais elevados no diafragma do animal distrófico quando comparado com o animal 

controle. Já com relação aos níveis do GPR120, não observamos diferenças entre as 

linhagens. A ação anti-inflamatória bem como o aumento dos níveis de receptores de 

ácidos graxos mediante tratamento com agonistas específicos já foi demonstrado 

previamente em outros tecidos, como a próstata (LIU et al., 2015) e o intestino 

(CHESHMEHKANI et al., 2015). Demonstramos, de forma inédita, que o aumento dos 

receptores acoplados à proteína G mediante tratamento com agonista (Ω3) também 

acontece no músculo distrófico.  

Com o objetivo de avaliar a participação destes receptores no mecanismo anti-

inflamatório do Ω3 na distrofia muscular do camundongo mdx (MACHADO et al., 

2011; FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 2013; CARVALHO et al., 2013; 

FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 2016) administramos os antagonistas GW1100 e 

AH7614, que são bloqueadores específicos do GPR40 e GPR120, respectivamente, 

concomitante ao tratamento com Ω3. Foi observada uma diminuição dos níveis de 

GPR120 no músculo diafragma mediante o bloqueio com AH7614, quando comparado 

com o grupo que recebeu apenas o agonista (Ω3). Não observamos alterações nos níveis 

de GPR40 no diafragma e de ambos receptores no músculo cardíaco mediante o 

bloqueio. 

A preparação de GW1100 e AH7614 envolveu a diluição destes bloqueadores 

em dimetilsulfóxido (DMSO), conforme indicado pelo fabricante (Cayman Chemical). 

O DMSO é um subproduto da indústria de celulose de madeira e foi usado para uma 

infinidade de distúrbios médicos com base em uma ampla gama de propriedades 

farmacológicas pouco estudadas, inicialmente (SOMA et al., 2018). Os efeitos do 

DMSO são baseados em suas propriedades físico-químicas como baixo peso molecular, 

baixa toxicidade e alta solubilidade em soluções aquosas (LOVELOCK e BISHOP, 

1959). O uso de DMSO em sistemas biológicos foi explorado em 1964 para o 

tratamento de lesões musculoesqueléticas, (ROSENBAUM, HERSCHLER e JACOB, 

1965). Não obstante, na atualidade ainda não há consenso acerca do uso do DMSO em 

tratamentos em que necessitamos de veículo com alta solubilidade, sendo que alguns 
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autores reforçam cautela para seu uso devido sua toxicidade (PETERSON et al., 2011) e 

efeito anti-inflamatório (SOMA et al., 2018). 

No presente trabalho observamos diminuição da inflamação mediante tratamento 

com DMSO, representada pela diminuição de NF-kB no músculo diafragma e de TNF-α 

em ambos músculos, em comparação com o grupo distrófico, o que vai de encontro com 

os achados da literatura (SOMA et al., 2018). Todavia, o aumento da inflamação 

observado nos grupos que receberam GW1100 e AH7614 nos mostra que o DMSO 

utilizado como veículo para diluição destes bloqueadores, não interferiu na ação destes 

antagonistas, de forma que o efeito bloqueador se sobrepôs ao efeito anti-inflamatório 

do DMSO, sugerindo que a dose de DMSO utilizada foi eficaz para a diluição desejada, 

sem apresentar toxicidade (Figuras 32, 33 e 36).  

Nosso grupo já apresentou o efeito anti-inflamatório do Ω3 através do 

tratamento com EPA purificado (MACHADO et al., 2011) e com óleo retirado das 

capsulas de Ω3, contendo EPA e DHA em animais com 30 dias de vida (CARVALHO 

et al., 2013; FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 2013), fase onde acontece o primeiro 

pico de inflamação, e em animais idosos (13 meses de vida) (FOGAGNOLO 

MAURÍCIO et al., 2016). O mesmo efeito foi observado no presente trabalho com 

animais tratados do terceiro ao quarto mês de vida. Até então, a literatura sugere que os 

mecanismos pelos quais o ômega-3 protege contra a mionecrose sejam decorrentes da 

ação anti-inflamatória do EPA (CALDER et al., 2008; FOGAGNOLO MAURÍCIO et 

al., 2013) e da incorporação do DHA na membrana, promovendo a estabilidade do 

sarcolema (HISHIKAWA et al., 2017). Sabe-se também que o EPA atua na geração de 

eicosanoides da série impar através da via de oxidação COX do AA, que são anti-

inflamatórios (CALDER et al., 2008). Todavia ainda não está descrito na literatura de 

que forma o EPA atua na produção de eicosanoides e prostaglandinas de ação anti-

inflamatória e qual o papel dos receptores acoplados à proteína-G neste efeito. 

Nossos resultados revelam que os músculos diafragma e coração dos animais 

mdx estão afetados e exibem diferença significativa nos marcadores de inflamação 

(Figuras 28 e 29) quando comparados aos animais C57BL/10, dados que corroboram 

com os achados histológicos (Figuras 30 e 31), com a avaliação dos níveis de CK 

(Figura 34) e CK-MB (Figura 35) e com a literatura (STEDMAN et al., 1991; 

GROUNDS et al., 2008). Os animais que foram tratados com Ω3+GW e Ω3+AH 

também apresentaram aumento significativo dos níveis de marcadores inflamatórios, 

quando comparados com os grupos tratados com DMSO e Ω3, o que nos sugere que os 
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antagonistas empregados foram eficazes no bloqueio dos receptores GPR40 e GPR120, 

impedindo a ligação do Ω3 e, consequentemente, bloqueando o efeito anti-inflamatório. 

Embora não tenha sido observado aumento dos níveis dos receptores em todos 

os tecidos analisados mediante tratamento com agonista, conforme a literatura sugere 

(CHESHMEHKANI et al., 2015; LIU et al., 2015; KATO et al., 2019, 

MOONWIRIYAKIT et al., 2019), observamos efeito anti-inflamatório na presença de 

agonistas, e efeito pró-inflamatório na presença de antagonistas, o que sugere que a 

presença de agonistas nem sempre promove aumento do número de receptores, da 

mesma forma que o bloqueio não implica em diminuição dos receptores.  

Foi sugerido que a ativação de GPR120 causa a inibição de NF-kB, através de 

três principais vias: recrutamento de TAK 1 (TGF-β ativado por quinase 1) via β-

arrestina-2; inibição da sinalização de AKT; e síntese de PGE2 dependente de ERK 1/2 

inibindo os efeitos inflamatórios modulados por NF-kB conforme ilustra a Figura 5. 

Nossos resultados concordam e ilustram o mecanismo descrito por esses autores 

(MONIRI, 2016). Acreditamos que a ativação de GPR40 atue na inibição de NF-kB 

através de mecanismos semelhantes ao da ativação de GPR120, conforme descrito 

acima (MONIRI, 2016), sendo necessária a investigação de outras vias para 

confirmação dessa hipótese.  

Conforme supracitado, os GPRs atuam na inibição do NF-kB através de vários 

mecanismos, dentre eles, a partir na inibição da sinalização de Akt (MONIRI, 2016). 

Desta forma, sugerimos que, possivelmente, a ativação da autofagia observada nos 

grupos tratados com Ω3, na primeira parte do presente trabalho, possa estar relacionada 

com a ativação dos receptores GPR40 e GPR120, uma vez que a inibição do Akt, além 

de inibir o NF-kB (MONIRI, 2016), ativa a autofagia (DE PALMA et al., 2014). 

O resultado encontrado após bloqueio do GPR120 foi semelhante ao encontrado 

após bloqueio do GPR40. Isto sugere que ambos receptores participam igualmente na 

ação do Ω3 na fibra muscular distrófica e que fármacos que atuem nos dois receptores 

podem ser potencialmente úteis para a terapia da distrofia muscular. 
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6.4 QUANTO AOS EFEITOS DAS TERAPIAS NA PROGRESSÃO DA DOENÇA 

 Massa corporal e medida de força 6.4.1

Conforme o esperado, os resultados parciais revelam que tanto o grupo C57BL/10 

como o grupo mdx apresentaram aumento significativo da massa corporal, uma vez que 

a medida basal foi realizada com 3 meses de idade e a medida final aos 8 meses, período 

o qual o animal desenvolve-se e atinge a maturidade, apresentando maior massa 

corpórea. Nos animais tratados, não se observou tal aumento de peso do início do 

tratamento para o final. Não obstante, o peso final não foi diferente entre os grupos, 

sugerindo que os animais atingiram peso compatível com sua idade, o que está de 

acordo com nosso estudos anteriores, em que o tratamento com cápsulas de ômega-3 

(FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 2013) ou EPA purificado (MACHADO et al., 2011; 

DE CARVALHO et al., 2013) ou deflazacorte (APOLINÁRIO et al., 2015) não 

interferiu no peso dos animais distróficos. Desta forma, sugere-se que o tratamento por 

5 meses com DFZ, ômega-3 e a combinação não interfere no peso dos animais 

distróficos (3º-8º meses de vida). 

A avaliação da força dos membros anteriores realizado com o aparelho de 

medida de força horizontal (Gripstrength) revelou que o camundongo distrófico 

apresentou diminuição significativa da força em ambas as idades quando comparado 

com o grupo C57BL/10. Não foi observada diminuição significativa da força do animal 

distrófico durante o período de tratamento, dados que concordam com estudos prévios 

apresentado pelo grupo (APOLINÁRIO et al., 2015; FOGAGNOLO MAURÍCIO et al., 

2016) que mostram que a força é menor em animais distróficos quando comparados 

com animais controle. A perda da força muscular na DMD é causada pela perda 

progressiva da capacidade regenerativa das fibras musculares, com substituição de 

tecido muscular por tecido conjuntivo fibroso, que não possui função contrátil 

(PASTORET e SEBILLE, 1995; RADLEY e GROUNDS, 2006).  Foi observado uma 

tendência ao aumento da força nos membros anteriores ao final do tratamento em todos 

os grupos analisados, porém, não foram significativos. Ao final do tratamento, o grupo 

tratado com ômega-3, embora não tenha apresentado diferença quando comparado ao 

início do tratamento, não foi diferente estatisticamente do grupo C57BL/10, o que pode 

sugerir uma melhora da força. Já foi relatado que a suplementação com óleo de peixe 

contendo EPA melhora a força muscular em humanos (RODACKI et al., 2012).  
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 Motricidade e coordenação motora 6.4.2

Outros dois testes de força e função muscular revelaram resultados congruentes 

à medida de força dos membros anteriores. O animal mdx apresentou diminuição 

significativa do impulso antes do início e após o final do tratamento quando comparado 

com o animal C57BL/10 nos testes de retenção de quatro membros e suspenção em fio 

metálico. Neste último, o animal distrófico apresentou também diminuição significativa 

ao final do tratamento quando comparado ao impulso aos 3 meses de vida. Tais 

resultados concordam com os achados de Aartsma-Rus e van Putten (2014). Devemos 

considerar que os resultados de cada um desses testes são gerados pela ativação de 

grupos musculares diferentes ou parcialmente sobrepostos, ao invés de um músculo 

individual (AARTSMA-RUS e PUTTEN, 2014). Portanto, usando uma combinação de 

vários testes conseguimos ter uma avaliação funcional muscular ampla.  

O teste do campo aberto (Open Field Test) é amplamente utilizado para 

verificação comportamental ao efeito de drogas. Foi observada uma diminuição 

significativa na atividade locomotora espontânea dos animais distróficos quando 

comparados com os animais C57BL/10, dados que concordam com resultados já 

apresentados na literatura com o mesmo modelo experimental (MANNING et al., 2014; 

SONG et al., 2017). Esses resultados podem ser associados ao comportamento pouco 

exploratório do camundongo mdx mediante novos ambientes, chamado de “freeze”, ou 

seja, o “congelamento” do sentido de se manter estático, sem atividade exploratória 

(YAMAMOTO et al., 2010). Não sabemos exatamente o motivo deste padrão 

comportamental do camundongo distrófico, entretanto, como a distrofina está presente 

no tecido nervoso (ANDERSON et al., 2002), acreditamos que sua ausência na 

distrofinopatia possa alterar o comportamento do camundongo através de mecanismo 

que precisam ser elucidados. A monoterapia com ômega-3 e a associação dos fármacos 

melhorou significativamente a atividade exploratória dos camundongos distróficos. Isto 

pode ser devido a preservação da função muscular. Um estudo demonstrou que o 

camundongo mdx: utr-Tg, que expressa utrofina, se comporta tão bem quanto os 

animais do tipo selvagem, indicando que melhoras comportamentais nos camundongos 

mdx podem ser devidas a melhora na função muscular (GIBBS e CROSBIE-WATSON, 

2017). 

Diferentemente dos testes supracitados que avaliam respectivamente, força e 

função musculares e comportamento, o teste de locomoção forçada em cilindro giratório 

(Rotarod test) avalia principalmente coordenação motora. De acordo com Pinto e Ko 
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(2012) as quedas mais rápidas com tempo de latência menor se associam a alterações no 

equilíbrio e coordenação motora e não a fadiga muscular (BROOKS e DUNNETT, 

2009; PINTO e KO, 2012). Os nossos resultados não mostraram alterações 

significativas entre os grupos nas idades avaliadas, o que reflete não comprometimento 

da coordenação motora dos animais. Todavia, foi notório o aumento da latência de 

queda no grupo tratado com DFZ+Ω3, ao final do tratamento, o que pode sugerir que a 

associação dos fármacos apresentou um efeito sinérgico que resultou no aumento da 

coordenação motora. 

Padrões de resultados “positivos” ou “negativos” em um teste funcional (por 

exemplo, teste de retenção em quatro patas, que avalia a função muscular) não 

necessariamente têm que ocorrer com melhorias em outro teste (medida de força dos 

membros anteriores, que avalia a força muscular de um grupo muscular específico). Em 

camundongos mdx, melhorias na função muscular podem ser distinguidas mais cedo do 

que na força muscular (AARTSMA-RUS e PUTTEN, 2014). 

 

 Função cardiorrespiratória 6.4.3

 O consumo de oxigênio (VO2) é a capacidade do aparelho cardiorrespiratório 

de fornecer O2 ao músculo em atividade e a capacidade do músculo em usar O2 durante 

a locomoção ou exercício (POOLE e JONES, 2017). O VO2 é um importante parâmetro 

de saúde por estar relacionado com doenças cardiovasculares (BLAIR et al., 1989; WEI  

et al., 1999). Rocco e colaboradores (2014) demonstraram que o camundongo mdx 

exercitado em esteira apresentou diminuição significativa no VO2 e VCO2 quando 

comparados com animais C57BL/10 (ROCCO et al., 2014). Nossos resultados 

demonstram que os animais distróficos com oito meses de idade, embora não 

apresentem diferença dos animais controle da mesma idade, apresentam diminuição 

significativa no consumo máximo de oxigênio e dióxido de carbono quando 

comparados ao período pré-tratamento (3 meses), o que pode sugerir um início de 

comprometimento cardiorrespiratório neste período, medido por meio dos referidos 

parâmetros, dados que corroboram com a análise histológica do diafragma, principal 

músculo da respiração, onde abundante quadro fibrótico foi observado.  

 O início do acometimento do músculo cardíaco nos camundongos mdx ocorre 

por volta dos sete meses de idade (QUINLAN et al., 2004; TANIGUTI et al., 2011), 

sendo caracterizado pela presença de tecido fibroadiposo. O acúmulo de fibrose é 

progressivo, sendo que o ápice da formação do colágeno no coração de camundongos 
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mdx se dá aos 15 meses (VAN ERP et al., 2010). Aos 8 meses de idade os animais 

distróficos apresentaram fibrose cardíaca significativa, entretanto, neste período, não foi 

observada alteração significativa do VO2 e VCO2 e, consequentemente, a razão entre 

estes parâmetros (QR) também não foi alterada. Acreditamos que alterações 

significativas no VO2 e VCO2 comparadas ao grupo controle provavelmente seriam 

detectados mais tardiamente, com a progressão da doença. 

 

 Estudo das enzimas hepáticas 6.4.4

As enzimas ALT (Alanina Transaminase) e AST (Aspartato Transaminase) estão 

relacionadas com lesão de hepatócito e do músculo (GIANNINI et al., 2005; ARAGON 

et al., 2010; MCMILLAN et al., 2011). A ALT, mais conhecida clinicamente como 

transaminase glutâmico pirúvica (TGP) como é encontrada em músculo esquelético, 

embora sua atividade neste tecido seja de apenas um décimo do que a relacionada com 

os hepatócitos, portanto é fortemente utilizada como biomarcador hepático 

(WROBLEWSKI, 1959). A AST sérica, conhecida também como transaminase 

glutâmico oxalacética (TGO) é um indicador menos específico de lesão hepática 

(KANG et al., 2013), sendo encontrada nos músculos cardíaco e esquelético, rim, 

cérebro, pâncreas, pulmão, leucócitos e eritrócitos (PRATT et al., 2000). 

Como biomarcador para lesão hepática, a correlação entre CK e 

aminotransferases é a mais utilizada em camundongos distróficos e pacientes com 

distrofinopatia (MCMILLAN et al., 2011; MATHUR et al., 2014; WANG et al., 2018). 

Wang e colaboradores (2018) mostraram que a proporção de CK/ALT e 

CK/AST é elevada em animais distróficos (WANG et al., 2018), assim como observado 

nos anim presente estudo. Adicionalmente, sabe-se que em camundongos mdx com 

lesão hepática (mdx D-Ga1N) a razão entre CK/ALT é significativamente reduzida, 

enquanto que para CK/AST esta redução é moderada (WANG et al., 2018). Os autores 

apontam ainda que a razão CK/AST não apresenta relação específica com dano 

hepático, sendo mais utlizada para análise de lesão muscular, enquanto que a razão 

CK/ALT é a mais indicada para avaliação hepática. Portanto, os animais distróficos com 

8 meses de idade apresentam lesão muscular, mas não hepática. 

Em relação aos tratamentos, a razão CK/ALT não foi alterada, ou seja, as 

terapias não interferiram nos hepatócitos. A razão CK/AST, mais estudada nos 

músculos cardíaco e esquelético (PRATT et al., 2000), chegou a valores semelhantes 
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aos dos animais controles. Assim, os tratamentos não têm relação com a lesão hepática 

(CK/ALT) e foram eficientes em reduzir a lesão muscular (CK/AST). 
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7 CONCLUSÕES 

 
7.1 AUTOFAGIA 

Não observamos relação do grau de distrofinopatia com o nível de marcadores 

autofágicos: o diafragma, músculo mais afetado neste momento, exibiu padrão de 

marcadores semelhante ao do bíceps, o músculo menos afetado. Isto sugere que outros 

fatores, tais como regulação do influxo de cálcio, estão envolvidos na modulação da 

autofagia em diferentes músculos distróficos. 

O deflazacorte e o ômega-3, isolado ou em associação ao corticoide, regularam a 

via autofágica principalmente no que se refere ao mTOR e Akt, pelo menos nesta fase 

da doença e de forma semelhante nos músculos apendiculares, no diafragma e no 

coração.  

A modulação da autofagia pelas terapias foi acompanhada de melhoras no 

fenótipo distrófico, sugerindo que o mecanismo de ação destas terapias também pode 

envolver as vias autofágicas. 

   

7.2  MECANISMO DE AÇÃO DO ÔMEGA-3 

Verificamos que a falta de distrofina não afetou os níveis dos receptores de 

ácidos graxos, sugerindo que estes receptores não fazem parte direta do CDG, tanto no 

músculo diafragma quanto no coração distrófico. 

De maneira geral, a terapia com ômega-3 não afetou os níveis dos receptores de 

ácidos graxos. O uso de bloqueadores específicos destes receptores impediu os efeitos 

anti-inflamatórios do ômega-3, sugerindo que o ômega-3, na fibra muscular distrófica, 

exerce seus efeitos através destes receptores. 

Estes resultados permitem sugerir que fármacos sintéticos que atuam sobre os 

receptores GPR40 e GPR120, atualmente em testes clínicos para doenças metabólicas 

humanas, podem ser relevantes como terapia alternativa potencial à DMD, merecendo 

estudos pré-clínicos e clínicos. 

7.3 COMPLEMENTARES 

Utilizando protocolos pré-clínicos padronizados para análise funcional (standard 

operating procedures), demonstramos benefícios das terapias apenas com os testes de 

open field (todas terapias) e rotarod (apenas com a terapia combinada), concomitante 

com benefícios morfológicos e moleculares (diminuição da CK). Isto sugere que estes 
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testes são os mais sensíveis para detectar efeitos de terapias, nesta fase da doença, em 

camundongos que não foram submetidos a exercício físico para intensificar a 

distrofinopatia. 

A análise toxicológica inicial, considerando dados qualitativos do fígado e das 

enzimas hepáticas, reforça o potencial clínico do ômega-3, bem como de sua 

combinação com o corticoide deflazacorte, na terapia da distrofia muscular, ressaltando-

se que dados experimentais tenham que ser utilizados com cuidado na transposição para 

estudos em humanos com Distrofia Muscular de Duchenne. 
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