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RESUMO 

Na distrofia muscular de Duchenne e no camundongo mdx a proteína distrofina está ausente ou  é 

expressa de forma não funcional. Com isso, o complexo distrofina-glicoproteínas se desorganiza, 

a fibra muscular se torna frágil durante os ciclos de contração e relaxamento muscular, as 

concentrações intracelulares de cálcio e radicais livres se elevam, resultando em necrose da 

célula. A inflamação mediada por células do sistema imunológico e citocinas pró-inflamatórias, 

como o TNF-alfa, é um evento importante diretamente relacionado com a progressão da doença. 

O ácido eicosapentaenóico (EPA) é um ácido graxo poli-insaturado ômega-3 que promove 

benefícios em doenças inflamatórias em humanos. No presente trabalho analisamos os efeitos do 

EPA no estágio inicial da distrofinopatia do camundongo mdx.  Camundongos mdx com 14 dias 

de idade receberam 300 mg/kg/dia de EPA por 16 dias. Os grupos controle mdx e C57BL10 

receberam óleo mineral. EPA diminuiu a mionecrose, os níveis séricos da enzima creatinoquinase 

e o TNF-alfa em músculos esqueléticos distróficos. Sugere-se que o EPA tenha utilidade 

terapêutica nas distrofinopatias.  

 
 

Palavras-Chave: ácido eicosapentaenóico, camundongo mdx, distrofia muscular de Duchenne, 

fator de necrose tumoral-alfa, mionecrose. 
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ABSTRACT 

In Duchenne muscular dystrophy (DMD) and in the mdx murine model of DMD, lack of 

dystrophin leads to myonecrosis and cardiorespiratory failure. The intense inflammatory reaction, 

mediated by immune cells and TNF-alpha, contributes to the progressive myonecrosis. The 

eicosapentaenoic acid (EPA) is an omega-3 fatty acid that shows beneficial effects in 

inflammatory diseases. In the present study, we examined the effects of EPA on the early stages 

of dystrophy in mdx mice. Mdx mice (14 days old) received EPA at 300 mg/kg EPA for 16 days, 

while the control mdx mice and C57BL10 received vehicle. EPA treatment decreased creatine 

kinase and TNF-alpha levels and reduced myonecrosis. The present results support further studies 

with EPA as a potential therapy for dystrophinopathies. 

 

Keywords: Duchenne muscular dystrophy, eicosapentaenoic acid, mdx mice, myonecrosis, 

tumoral necrosis factor-alpha.
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1.1 Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) 

O termo “distrofinopatia” é utilizado para designar um grupo de doenças genéticas de 

caráter degenerativo e progressivo nas quais uma proteína muscular específica está ausente ou 

expressa de forma não funcional. Dentre todas as distrofias musculares conhecidas, a distrofia 

muscular de Duchenne, descrita em 1868 pelo neurologista francês Guillaume Duchenne, é a 

forma mais frequente e severa com incidência entre 1:3.500 meninos nascidos vivos (Engel et al, 

1994; Fairclough et al, 2011). 

Os primeiros sinais clínicos da DMD são comumente observados entre dois e cinco anos 

de idade quando quedas frequentes, dificuldades em correr e subir escadas, levantar-se do chão 

da posição deitada para a bípede com o apoio das mãos sobre os membros inferiores (manobra de 

Gowers), chamam a atenção para o desenvolvimento motor anormal (Engel et al, 1994).  

A investigação clínica mostra que tanto os níveis séricos da enzima creatinoquinase (CK), 

quanto da aspartato aminotransferase e da alanina aminotransferase estão elevados, sugerindo 

alteração na permeabilidade da membrana celular. A análise histopatológica confirma a ausência 

da proteína distrofina, processo inflamatório intenso, degeneração de fibras musculares e depósito 

de tecido fibroadiposo no perimísio (Percy et al, 1979; Bushby et al, 2010). O estudo genético 

indica mutações na sequência de nucleotídeos no locus p21.2 do cromossomo X. A distrofina está 

ausente também no músculo estriado cardíaco e em algumas células do sistema nervoso central 

levando ao comprometimento da função cardíaca e, em alguns casos, à disfunção cognitiva 

(Hoffman et al, 1987). A DMD é hereditária em 70% dos casos e em 30% é provocada por 

mutação espontânea do cromossomo X (Bobo et al, 2009). 

Os músculos proximais dos membros inferiores são os primeiros acometidos pela 

fraqueza progressiva, seguida pelas retrações miotendíneas, pseudohipertrofia das panturrilhas e 

perda da marcha por volta dos 13 anos de idade. A disfunção dos músculos axiais resulta em 
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alteração das curvaturas fisiológicas da coluna vertebral, enquanto que a fraqueza dos membros 

superiores leva à incapacidade em realizar as atividades da vida diária. Dificuldade na deglutição 

devido a degeneração dos músculos da faringe também faz parte da evolução da doença (Parreira 

et al, 2007). A necrose e fibrose do miocárdio resultam em cardiomiopatia dilatada e arritmia, e a 

fraqueza dos músculos respiratórios leva o indivíduo ao óbito por volta da terceira década de vida 

(Engel et al, 1994; Bobo et al, 2009). 

A inflamação após dano celular é um evento importante e está diretamente relacionada 

com o avanço da doença. A liberação de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-alfa) pelas células do sistema imunológico e pelas próprias miofibrilas lesadas, 

contribui para a intensificação da necrose em músculos distróficos (Chen et al, 2000). A 

capacidade regenerativa muscular é limitada e dependente da ativação de células satélites e sua 

diferenciação em mioblastos. Nos músculos distróficos prevalece a formação de um tecido 

cicatricial fibroadiposo sem função contrátil, justificando-se a fraqueza muscular progressiva 

nesses indivíduos (Grounds et al, 2004).  

A terapia com antiinflamatórios esteróides, como a prednisona e o deflazacort, retarda a 

evolução da DMD, sendo a única terapia farmacológica utilizada com resultados positivos. 

Entretanto, o tratamento prolongado com corticóides provoca efeitos colaterais prejudiciais ao 

organismo, tais como ganho de peso, perda de massa óssea, imunosupressão, involução da 

glândula adrenal, retardo da puberdade e edema (Manzur et al, 2008). Outros fármacos sem os 

efeitos colaterais indesejáveis dos corticosteroides e outras terapias, tais como as gênicas e 

celulares, são estudados na tentativa de minimizar a progressão da doença, porém seus resultados 

ainda são insatisfatórios ou estão em fase pré-clínica (Carre-Pierrat et al, 2011; Goyenvalle et al, 

2011).  
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1.2 Distrofina e o complexo distrofina-glicoproteínas (CDG) 

A distrofina é uma proteína estrutural localizada no subsarcolema da fibra muscular 

estriada. Tem peso molecular de 427 kDa e 3685 aminoácidos. A molécula é dividida em quatro 

domínios: o primeiro liga-se à alfa-actina, o segundo à espectrina, o terceiro à ancarina e o último 

interage a alfa2-laminina e alfa-distroglicana via beta-distroglicana (Engel et al, 1994). Também 

se liga direta ou indiretamente com glicoproteínas da membrana como as sarcoglicanas (alfa, beta 

e gama-SG), distroglicana (beta-DG), sintrofinas e sarcospana para formar o CDG (Spencer e 

Mellgren, 2002; Bogdanovich et al, 2004). Outras proteínas extra e intracelulares estão 

firmemente associadas ao CDG, tais como a óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), 

distrobrevina, caveolina-3 e laminina-2 (Allamand e Campbell, 2000). 

A distrofina é fundamental para a integridade do CDG e do sarcolema durante a 

transferência para o meio extracelular da força de contração gerada pelas proteínas contráteis 

(Rando, 2001). Esta proteína parece modular a homeostase dos íons cálcio na fibra muscular 

(Whitehead et al, 2006). A ausência da distrofina desorganiza o CDG e torna a fibra muscular 

frágil durante os ciclos de contração e relaxamento muscular, o que permite o influxo de elevada 

quantidade de íons cálcio, resultando em mionecrose (Grounds et al, 2005a).  

 
1.3 Camundongo mdx 

Desde a identificação do camundongo isógeno mdx por Bulfield e seus colaboradores em 

1984, o animal tem sido vastamente utilizado como modelo experimental da DMD, pois mostra 

alteração genética na sequência de nucleotídeos da banda Hq Bpa do cromossomo X, estrutura 

correspondente ao locus p21.2 do cromossomo X humano, o que resulta em ausência da 

distrofina nos músculos esquelético e cardíaco desses animais (Bulfield et al, 1984; Khurana e 

Davies, 2003). Outros modelos animais, tais como os cães GRMD (golden retriever muscular 
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dystrophy) e CXMD (beagle canine-based X-linked muscular dystroph), o felino HFMD 

(hypertrophic feline muscular dystrophy) e o peixe-zebra (zebrafish) também não expressam a 

distrofina e são utilizados para o estudo dos mecanismos fisiopatológicos e terapêuticos da DMD 

(Muller et al, 2001; Sasaoka et al, 2003; Nakamura e Takeda, 2011). 

 Embora a distrofina esteja ausente desde antes do nascimento, o início dos ciclos de 

degeneração e regeneração muscular no camundongo mdx ocorre somente na terceira semana de 

vida (Pastoret e Sebille, 1995). Com sete dias, observa-se cerca de 0,62% das fibras regeneradas 

no músculo esternomastóideo. No décimo quarto e vigésimo primeiro dias, 2,2% e 5%, 

respectivamente (Minatel et al, 2003). O pico de degeneração muscular ocorre entre o vigésimo 

primeiro e trigésimo dia de vida. Com 30 dias são observadas até 60% das fibras regeneradas ou 

em processo de regeneração em alguns músculos (Marques et al, 2008). Após seis meses de 

idade, alguns músculos se apresentam quase completamente regenerados, com cerca de 80-90% 

de fibras com núcleo central (característica de fibras regeneradas), restando apenas poucas áreas 

em degeneração (Pastoret e Sebille, 1995). Com nove meses observa-se completa regeneração 

muscular com o diâmetro heterogêneo das fibras e depósito de tecido fibroso no perimísio 

(Briguet et al, 2004). 

 Acredita-se que o início dos ciclos de degeneração e regeneração muscular na terceira 

semana de vida esteja associado ao aumento expressivo de radicais livres e influxo de íons cálcio 

na fibra muscular pela atividade motora nesse período (Cullen e Jarros, 1988; Disatnik et al, 

1998). 

No camundongo mdx, ao contrário do que acontece nos humanos com DMD, os 

sucessivos ciclos de degeneração presentes ao longo da vida desses animais são compensados por 

regeneração muscular eficaz, com menor quantidade de tecido fibroso (Li et al, 2009). 

 



 

 

6 

1.4 Necrose e regeneração no músculo distrófico 

O mecanismo fisiopatológico que resulta na necrose e fibrose nos músculos distróficos 

não foi completamente esclarecido e permanece sob estudo (Guglieri e Bushby, 2010). Sabe-se 

que a ausência da distrofina é o principal evento para a desorganização das proteínas associadas 

ao CDG e para as microrupturas da membrana celular durante estresse mecânico proveniente dos 

ciclos de contração e relaxamento muscular (Grounds et al, 2005a). Secundariamente devido a 

falta da distrofina, a diminuição da expressão e do funcionamento das proteínas do CDG e de 

canais de cálcio, bem como o aumento de radicais livres e enzimas citotóxicas, como as 

fosfolipases da classe A2, parecem contribuir para o processo de necrose e inflamação nos 

músculos distróficos (Disatnick et al, 1998; Tidball e Wehling-Henricks, 2007; Allen e 

Whitehead, 2011).  

 Estudos realizados mostram que há notável diminuição na expressão da nNOS e do óxido 

nítrico (NO) nos músculos distróficos, provavelmente em razão da desorganização do CDG 

(Chang et al, 1996; Chaubourt et al, 2002). Em condições normais, o papel da nNOS e do NO 

parece ser crítico para a manutenção adequada do fluxo sanguíneo muscular em resposta ao 

controle do sistema nervoso autônomo sobre a vasoconstrição e vasodilatação durante a atividade 

contrátil. Como esse mecanismo parece estar alterado, ocorreriam variáveis níveis de isquemia 

muscular contribuindo para a necrose, mesmo na ausência de anormalidade vascular (Rando, 

2001; Voisin et al, 2005).  

 Além da redução do NO, o excesso de íons cálcio na fibra distrófica parece ser importante 

no processo de mionecrose na DMD (Vandebrouck et al, 2005). Sabe-se que canais iônicos 

possuem ligação estrutural e funcional com proteínas associadas à membrana celular e 

contribuem para o trânsito normal de cálcio em miócitos. O influxo de cálcio é mediado por 

canais voltagem-dependente ativados por despolarização da membrana e canais receptor-
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dependentes (Franco-Obregon e Lansman, 1994). Assim, o influxo de grandes quantidades de 

íons cálcio do meio extracelular, devido ao funcionamento anormal dos canais de cálcio pela 

ausência da distrofina e pelas microrupturas da membrana celular, levaria a hipercontração das 

miofibrilas e ativação de proteases, tais como calpaínas, e fosfolipases endógenas dependentes do 

cálcio, resultando em necrose da célula (Watkins et al, 1988; Straub et al, 1997; Spencer e 

Mellgren, 2002). A ativação das calpaínas decorrente do excesso de cálcio promoveria proteólise 

dos constituintes celulares e o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

ativação das fosfolipases A2, causaria peroxidação lipídica e alteração da permeabilidade da 

membrana celular (Allen e Whitehead, 2011). O excesso de cálcio intracelular influencia a via do 

fator nuclear kappa B (NF-kB) que regula a expressão de citocinas pro-inflamatórias, em 

particular o TNF-alfa (Acharyya et al, 2010; Piers et al, 2011). 

 A inflamação mediada por células do sistema imunológico, tais como neutrófilos, 

macrófagos, mastócitos, CD4 T e CD8 T, é um evento importante nos músculos distróficos, pois 

aumenta a necrose e intensifica os prejuízos funcionais em pessoas com DMD. Os neutrófilos são 

as células inflamatórias que migram rapidamente para o tecido após lesão, enquanto macrófagos 

representam os principais responsáveis pela fagocitose (Tidball, 2005). A liberação de citocinas e 

radicais livres derivados de macrófagos contribuem expressivamente para a degeneração 

muscular e fibrose na DMD e no camundongo mdx (Desguerre et al, 2009).  

 Estudos mostram que na fibra muscular distrófica ocorre a elevação expressiva do nível 

de TNF-alfa liberado por macrófagos, mastócitos e pelas próprias miofibrilas lesadas, 

promovendo resposta inflamatória e causando prejuízo adicional à fibra muscular distrófica 

(Radley and Grounds, 2006). O TNF-alfa é uma citocina pro-inflamatória de 17kDa que atua na 

inflamação aguda e crônica, na resposta antitumoral e na infecção. É produzida a partir da forma 

não-clivada do TNF-alfa de 26kDa associada a membrana pela TNF-alpha-converting enzyme 
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proliferação dos mioblastos e promove a diferenciação do miotubo em fibra muscular madura 

(Jin et al, 2000; Chargé e Rudnick, 2004). Apesar das células-tronco hematopoiéticas migrarem 

para diferentes tecidos, existe evidência indicando que as células-tronco residentes são as 

responsáveis pela regeneração e reparo do tecido muscular (Anderson, 2006). 

Histologicamente, a fibra muscular íntegra é caracterizada por formato poligonal, 

citoplasma eosinófilo e núcleo periférico. A fibra muscular em regeneração apresenta núcleo 

central com aspecto vesicular, citoplasma geralmente basófilo, refletindo alta síntese proteica e 

escassez de elementos contráteis, visível pelo número reduzido de estriações (Torres e Duchen, 

1987). Já a fibra muscular completamente regenerada é caracterizada pela centro-nucleação, 

citoplasma eosinófilo e aumento da relação citoplasma/núcleo (Pastoret e Sebille, 1995; 

Earnshaw et al, 2002).  

 

1.5 Ácido Eicosapentaenóico 

O tratamento farmacológico das distrofinopatias tem promovido mudanças na evolução 

natural da doença e a descoberta de terapias mais efetivas poderá contribuir para uma evolução 

clínica e funcional menos devastadora em pacientes com DMD (Carret-Pierrat et al, 2011). 

Os ácidos graxos poli-insaturados (PUFA`s) são ácidos carboxílicos que apresentam duas 

ou mais ligações duplas entre átomos de carbono. Incluem duas classes principais: ômega-3 e 

ômega-6 que diferem entre si pela posição da primeira dupla ligação em relação ao radical metil 

do ácido graxo. Os ácidos ômega-3 mais comuns incluem o ácido alfa-linolênico, ácido 

docosahexanóico e o ácido eicosapentaenóico (EPA). O EPA (ácido all-cis-5,8,11,14,17-

eicosapentaenóico) é um ácido graxo de cadeia longa encontrado em certa quantidade em lipídeos 

de peixes de água fria e na linhaça (Lopez-Ferrer et al, 2001; Harper et al, 2006). Entre as 

principais funções dos PUFA`s estão a participação na composição das membranas celulares e 
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O objetivo do presente estudo foi verificar se o ácido eicosapentaenóico protege o 

músculo estriado esquelético do esqueleto axial e apendicular de camundongos mdx da necrose e 

inflamação no estágio inicial da distrofinopatia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem mdx e C57BL/10, de ambos os sexos, obtidos 

de casais mantidos no biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia. As 

matrizes são oriundas do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da 

UNICAMP. Após o nascimento, os filhotes permaneceram com a fêmea até o 25° dia de vida 

pós-natal, sendo separados em grupos de mesmo sexo. Durante todo o experimento, os animais 

foram mantidos em caixas plásticas com ciclos de 12 horas claro/escuro, ração e água ad libitum. 

O trabalho foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UNICAMP - protocolo no 2165-1) e está de acordo com os princípios éticos adotados 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

 

3.2 Grupos experimentais e tratamento com o ácido eicosapentaenóico  

Foram estudados oito camundongos C57BL10 e 30 camundongos mdx divididos em dois 

grupos experimentais, um para o tratamento com o ácido eicosapentaenóico (EPA) e outro como 

grupo controle. O grupo tratado com o EPA (cis-5,8,11,14,17-ácido eicosapentaenóico, pureza 

≥98,5%, Fluka/Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA; grupo mdx ω-3, n=15) recebeu por 

gavagem intragástrica a dose de 300 mg/Kg/dia dissolvida em óleo mineral (Nujol, Mantecorp, 

SP, Brasil) do décimo quarto ao trigésimo dia de vida (Matsumoto et al, 2009). Os grupos mdx 

controle (grupo mdx CTRL; n=15) e C57BL10 (grupo C57BL10; n=8) receberam o mesmo 

volume de óleo mineral. Os animais tratados do grupo mdx ω-3 foram pesados diariamente em 

balança semi-analítica (Marte, modelo AS2000C) para que a quantidade de EPA fosse ajustada 

ao peso do animal.  
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3.3 Procedimento cirúrgico para retirada dos músculos 

Terminado o tratamento, os animais foram anestesiados com 0,1 ml/10g de peso da 

mistura 1:1 de cloridrato de cetamina (130mg/kg, Francotar, Virbac, São Paulo, Brasil) e 

cloridrato de xilazina (6,8 mg/kg, 2% m/v, Virbaxyl, Virbac, São Paulo, Brasil) para que os 

materiais biológicos fossem cirurgicamente retirados para análise. 

Os músculos tibial anterior (TA), esternomastóideo (STN), diafragma (DIA) e bíceps 

braquial (BB) de oito animais de cada grupo (C57BL10, mdx ω-3 e mdx CTRL) foram retirados, 

mantidos por 45 segundos em n-hexano (J.T. Baker) a -130oC, rapidamente transferidos para 

tubos criogênicos em nitrogênio líquido e armazenados a -80oC até o processamento para a 

quantificação do TNF-alfa pela técnica de western blotting. Os mesmos músculos citados acima 

de outros sete animais dos grupos mdx ω-3 e mdx CTRL foram retirados e colocados em suporte 

de madeira usando “gum tragacanth” (Sigma-Aldrich). Em seguida, seguiu-se o mesmo 

procedimento para congelamento e armazenamento até o processamento para a análise.  

Três lâminas de cada músculo com cortes transversais do terço médio com 7 µm de 

espessura foram obtidas em criostato Micron-HS505E para as análises histopatológica em 

hematoxilina-eosina (HE), de mionecrose em azul de Evans e para imunomarcação de 

macrófagos. 

 

3.4 Análise histopatológica  

A utilização de parâmetros histopatológicos para o estudo das alterações musculares 

decorrentes da distrofia, tais como a relação do número de fibras musculares com núcleo 

periférico e central, e a área da secção transversal com infiltrado inflamatório, nos fornecem 
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dados que, em conjunto, permitem analisar o processo de degeneração e regeneração ocorrido ao 

longo do tempo nos músculos distróficos (Gaschen e Burgunder, 2001). 

As lâminas com os cortes histológicos transversais foram imersas em solução de 

hematoxilina de Harris por 30 segundos, em seguida lavadas em água corrente por dez minutos e 

novamente imersas em solução de eosina por 15 segundos. O excesso de eosina foi retirado em 

água corrente. Depois da coloração, os cortes foram desidratados em sequência de álcoois e xilóis 

e montadas em meio de montagem alklan (Alkimia).  

Quatro cortes de cada lâmina foram escolhidos aleatoriamente e analisados com auxílio de 

uma objetiva de 20X e ocular de 10X contendo um retículo quadrilátero com 100 pontos, 

acoplada ao microscópio Nikon Eclipse E 400. Para a contagem das fibras musculares, utilizou-se 

um contador manual. As imagens foram adquiridas com uma vídeo câmera Nikon Express Series 

(Nikon Express Series; Tokyo, Japan) acoplada ao microscópio óptico conectado a um 

microcomputador com o software Image Pro-Express (Media Cybernetic; Silver Spring, 

Maryland, USA). 

A análise histopatológica foi realizada de forma qualitativa, pela descrição comparativa 

entre as imagens obtidas dos grupos mdx ω-3 e mdx CTRL, e quantitativa, seguindo os critérios 

descritos a seguir. A fibra muscular íntegra é caracterizada pelo seu formato poligonal, 

citoplasma eosinófilo e núcleo periférico, enquanto que na fibra recém regenerada observa-se a 

centronucleação (Henricks-Wehling et al, 2004). Hipercontração das fibras está associada a 

alteração da membrana plasmástica e influxo de cálcio (Barend e Engel, 1987). Quantificou-se o 

número total fibras musculares, o número de fibras com núcleo periférico e de fibras com núcleo 

central (fibras regeneradas). Outras características histológicas também permitiram avaliar o 

processo de degeneração e regeneração muscular. Considerou-se como processo de degeneração 
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as fibras com morfologia irregular, citoplasma pouco corado com ou sem a presença de células 

fagocitárias. Grupos de células com diâmetro menor, citoplasma escasso e fortemente basófilo 

em presença de infiltrado inflamatório abundante ao redor das células foram consideradas como 

indicativas do estágio inicial de regeneração (Grounds et al, 2005b; Briguet et al, 2004; Grounds 

e Torrisi, 2004).  

A partir dos dados descritos, obteve-se o número total de fibras musculares, com exceção 

do músculo diafragma onde foi realizada a contagem de um hemidiafragma, a porcentagem de 

fibras com núcleo periférico (fibras íntegras - %np), a porcentagem de fibras com núcleo central 

(fibras regeneradas - %nc) e a porcentagem da área total do músculo com abundante infiltrado 

inflamatório e células em processo inicial de regeneração (%área infl/reg).  

 

3.5 Análise da mionecrose pela técnica do azul de Evans 

O corante azul de Evans (AE; tetrasodium diazo salt Evans blue dye; Sigma) é 

amplamente usado como um marcador in vivo de lesões do sarcolema, pois evidencia fibras 

musculares degeneradas ou em degeneração (Matsuda et al, 1995). O acúmulo intracelular do AE 

na fibra muscular esquelética indica alteração na permeabilidade da membrana (Hamer et al, 

2002). O AE possibilita detectar alterações precoces da fibra muscular, quando ainda não são 

detectadas com técnicas histológicas tradicionais como a hematoxilina-eosina (Straub et al, 

1997). 

No dia em que completaram 29 dias de idade, 15 dias após o início do tratamento, cinco 

dos animais de cada grupo mdx ω-3 e mdx CTRL foram pesados e receberam 0,01 ml/g de AE a 

1% m/v via intraperitonial. Após 16 horas da injeção, os animais foram anestesiados e seus 

músculos retirados para análise conforme o item 3.3. O sucesso da injeção do AE foi identificado 

pela coloração azul presente nas orelhas e patas dos animais. 
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As lâminas com os cortes histológicos congelados foram lavadas três vezes em acetona 

P.A e PBS (solução em PBS: 14g de fosfato de sódio monofásico, 4,3g de fosfato de potássio 

dibásico anidro, 72g de cloreto de sódio em um litro de água destilada; pH 7,5), secas em 

temperatura ambiente e montadas em meio para fluorescência DABCO (Sigma). As imagens 

fluorescentes foram obtidas a partir de uma vídeo câmera (NiHamamatsu C2400) acoplada ao 

microscópio de fluorescência (Nikon EFD-3 - comprimento de onda de emissão de 590nm), 

conectada a um microcomputador com o software Image Pro-Express. O número de fibras 

positivas ao AE foi obtida com auxílio de um contador manual. 

 

3.6 Imunohistoquímica para F4/80  

A imunomarcação de macrófagos nas secções transversais dos músculos TA, STN, DIA e 

BB de dois animais dos grupos mdx ω-3 e mdx CTRL foi baseada no protocolo de Villalta et al, 

2009. Os cortes congelados foram mantidos em temperatura ambiente por 30 minutos, em 

seguida fixados em acetona por 10 minutos a 4oC e bloqueados por uma hora com solução de 

soro de cavalo a 10% em 0,05% de Tween-20 diluído em 50mM de Tris-HCl  (pH 7,6) contendo 

150mM de cloreto de sódio (NaCl). Os cortes foram incubados com o anticorpo rat anti-mouse 

F4/80 (Serotec; 1:250; BSA 1% em 0,1M PBS) a 4 oC overnight, lavados com PBS e incubados 

por 1 hora em temperatura ambiente com o anticorpo secundário CY-3 anti-rat IgG (CY-3; 

Jackson ImmunoResearch; 1:250 em 0,1M PBS e BSA 1%, pH 7,8) por 1 hora em temperatura 

ambiente. As lâminas foram analisadas no microscópio de fluorescência (Nikon, Eclipse TS100F) 

e as imagens captadas com a vídeo câmera Nikon Express Series conectada a um 

microcomputador com o software Image Pro-Express.  
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3.7 Quantificação do fator de necrose tumoral-alfa pela técnica de Western blotting  

3.7.1 Preparo do extrato total 

Os músculos dos animais dos grupos C57BL10, mdx ω-3 e mdx CTRL, previamente 

coletados em tubos criogênicos conforme descrito no item 3.3, foram seccionados em pequenos 

fragmentos com auxílio de um almofariz e pistilo e homogeneizados por 30 segundos com 2 ml 

de solução tampão a 4ºC (Triton X-100 1%, tris-HCl 100mM, pirofosfato de sódio 10mM, 

fluoreto de sódio 100mM, ortovanadato de sódio 0,25mM, PMSF 1mM e 0,1 mg/ml de 

aprotinina) em velocidade máxima no aparelho Polytron PTA 20S modelo PT 10/35 (Brinkmann 

Instruments, Westbury, NewYork, USA). Em seguida, os extratos obtidos foram centrifugados a 

11000 rpm, a temperatura de 4ºC por 30 minutos no aparelho Sigma 3-18k (Sigma 

Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Germany), sendo o sobrenadante utilizado para a 

quantificação protéica do extrato total pelo método de Bradford (1976).  

 

3.7.2 Quantificação protéica 

As amostras de extrato protéico foram tratadas com 50 µl tampão Laemmli (azul de 

bromofenol 0,04 mg/ml, glicerol 20% e SDS 2%, Tris-HCl 0,12 M, pH 6,8, beta-mercaptoetanol 

0,28 M), aquecidas em chapa aquecedora por 5 minutos e agitadas em aparelho vórtex por 1 

minuto. Em seguida, cinco géis SDS-poliacrilamida 8%-15% receberam 30 µg de proteína total 

dos músculos TA, STN, DIA e BB. A corrida eletroforética foi de 4 h, em cuba vertical de 

acrílico contendo tampão Tris Glicina 50 mM, pH 8,3, sob tensão de 120 V e a 

eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120 V 

(constante), ambas no aparelho de eletroforese da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

Califórnia, USA). Em seguida, as membranas foram incubadas em temperatura ambiente com 
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solução basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 150mM e Tween-20 0,02%) com 5% de leite 

desnatado pelo tempo de duas horas. Na sequência, as membranas foram incubadas a 4 ºC por 12 

horas com 10 µL do anticorpo primário Rabbit anti-mouse tumor necrosis factor-alpha polyclonal 

antibody–TNF-alfa (Millipore) em 10 ml de solução basal com 3% de leite desnatado. As 

membranas foram lavadas com solução basal por 30 minutos e posteriormente incubadas por 

duas horas em temperatura ambiente com 10ml de solução basal contendo 1% de leite em pó 

desnatado e 2,5 µg de anticorpo secundário rabbit HRP (H+L) (KPL, Gaithersburg, Meryland, 

USA). Em seguida, as membranas foram imersas em solução de quimioluminescência 

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, 

Illinois, USA) por 5 minutos e as bandas imunorreativas foram detectadas e quantificadas no 

aparelho G:Box iChemi (Syngene, Cambridge, UK) com o software Gene Tools Version 4.01 

(Syngene, Cambridge, UK). 

Após a quantificação do TNF-alfa, as membranas de nitrocelulose foram mantidas em 

solução stripping (β-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2% m/v, Tris 62,5 mM, pH 6,7) por 30 

minutos em estufa a 60 oC, em seguida lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo GAPDH 

(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase - rabbit policlonal antibody - Santa Cruz) por 12 horas a 4 

oC. Em seguida, as membranas foram lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo secundário 

rabbit HRP (H+L) (KPL, Gaithersburg, Meryland, USA) por duas horas, lavadas e imersas em 

solução de quimioluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 

minutos. A leitura das bandas imunorreativas foi realizada de acordo com o mesmo procedimento 

realizado para a leitura do TNF-alfa.  
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3.8 Determinação da creatinoquinase (CK) no plasma sanguíneo 

  A CK é uma enzima intracelular encontrada nos músculos esqueléticos, músculo cardíaco 

e sistema nervoso central. Tem importante função na transferência de energia para o metabolismo 

muscular, pois catalisa a conversão da fosfocreatina em creatina durante a transformação da 

adenosina difosfato (ADP) em adenosina trifosfato (ATP) para a contração muscular (Nelson e 

Cox, 2008). O aumento da CK no plasma sanguíneo de indivíduos com DMD, bem como nos 

camundongos mdx, indica perda da integridade da membrana celular muscular (Percy et al, 

1979). 

Uma amostra de sangue de oito animais de cada grupo (mdx ω-3 e mdx CTRL) foi obtida 

sob anestesia de acordo com o item 3.3. Após toracotomia e exposição do coração, uma seringa 

heparinizada foi introduzida no ventrículo esquerdo e 0,5 ml de sangue foram puncionados. Em 

seguida, o sangue foi transferido para um tubo eppendorf de 1,5 ml, centrifugado a 12000 rpm, na 

temperatura de 4°C por 15 minutos no aparelho Sigma 3-18k (Sigma Laborzentrifugen GmbH, 

Osterode am Harz, Germany), sendo o sobrenadante utilizado para análise. Para quantificação 

utilizou-se o kit bioquímico CK da Bioclin. As absorbâncias das amostras foram lidas a 25°C 

utilizando-se espectrofotômetro U.V Thermo Electron Corporation Spectrophotometer Genesys 

20 (Thermo Electron Scientific Instruments Corp., Madison, Wisconsin, USA) com comprimento 

de onda de 340 nm e cubetas de quartzo com 1 cm de caminho óptico. Os valores foram 

expressos em U/L. 
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3.9 Medida da força  

Para verificar a influência do tratamento com o EPA sobre a força dos animais, dez 

camundongos mdx de cada grupo tiveram a força dos membros anteriores medidas em aparelho 

de medição de força horizontal tipo grip strength (Newprimer, Brasil) no início e no término do 

tratamento. Os animais foram contidos pela cauda e estimulados a segurar, com os membros 

anteriores, uma barra conectada a um transdutor, que transmite a força de contração dos 

músculos para o aparelho. Foram realizadas quatro medidas individuais para compor a média de 

cada animal, sendo o resultado final expresso em Grama-Força/Grama de animal (Messina et al, 

2009). 

 

3.10 Análise estatística 

 O software Bioestat 3.0 foi utilizado para a análise dos dados. Os valores foram expressos 

em média ± dp. O teste-t Student, com significância p≤0,05, foi aplicado para comparação 

individual entre grupos.  
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4.1 Análise da massa corporal dos animais 

A massa corporal média dos grupos mdx CTRL (n=10) e mdx ω-3 (n-=10) com 14 dias de 

idade foi de 6,8 g ± 0,5 e 7,2 g ± 0,7, respectivamente, sem diferença significativa no início do 

tratamento (p=0,09, test-t Student). Com 30 dias, os animais foram novamente pesados e ambos 

os grupos tiveram aumento do peso corporal de cerca de 45-50%. Os valores obtidos foram 10,7 

g ±1,0 para o grupo mdx CTRL (p=0,004; test-t Student)  e 11,4 g ±2,0 para o grupo mdx ω-3 

(p=0,01; test-t Student). A comparação final entre grupos não apresentou diferença significativa 

(p=0,11; test-t Student), mostrando que o EPA não interferiu no crescimentos dos animais 

tratados. 

 

4.2 Análise histopatológica 

A secção transversal de um músculo estriado esquelético normal (Figura 4; grupo 

C57BL10; BB; coloração HE) mostra um padrão morfológico típico, com a presença de fibras 

musculares poligonais, de diâmetro pouco variável, com núcleo periférico e ausência de infiltrado 

inflamatório e processo de degeneração e regeneração muscular. Nos músculos TA, STN, DIA e 

BB dos grupos mdx CTRL e mdx ω-3 (Figura 3) foram observadas fibras com núcleo periférico 

(mdx ω-3; BB), fibras em degeneração na presença de infiltrado inflamatório (mdx CTRL; STN; 

BB), fibras no estágio inicial de regeneração (mdx CTRL; TA; DIA), fibras em diferentes 

estágios de regeneração e fibras regeneradas (mdx ω-3; STN). Nos cortes histológicos do grupo 

mdx ω-3, notou-se a diminuição do espaço entre as fibras musculares em relação ao grupo mdx 

CTRL. Fibras AE-positivas (Figura 5) e imunomarcação para F4/80 (Figura 6), foram observadas 

em todos os músculos distróficos estudados de ambos os grupos. 

 



 

 

25 

mdx CTRL                                                mdx ω-3  

  
Figura 3. Secções transversais dos músculos tibial anterior (TA), esternomastóideo 
(STN), diafragma (DIA) e bíceps braquial (BB) dos grupos mdx CTRL e mdx ω-3. 
Coloração HE. 
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Figura 4. Secção transversal do músculo bíceps 
braquial (BB) do grupo C57BL10. Coloração HE. 

 
 

 
Figura 5. Secção transversal do músculo esternomastóide (STN) dos grupos mdx CTRL 
(A; 100X) e mdx ω-3 (B; 200X) em microscopia de fluorescência mostrando grupo de 
fibras positivas ao AE (seta branca). 
 

 

 
Figura 6. Secção transversal para imunomarcação de macrófagos no músculo bíceps braquial (BB) do 
grupo C57BL10 (A), mdx CTRL (B) e mdx ω-3 (C). 
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4.3 Análise quantitativa 

 Os dados da Tabela 1 mostram que o grupo mdx ω-3 preservou maior quantidade de fibras 

íntegras (%np) em todos os músculos estudados, chegando ao aumento significativo de 20% no 

STN. Ao mesmo tempo, diminuiu a mionecrose (%AE) em até quatro vezes nos músculos TA, 

STN e DIA. A inflamação (%área infl/reg) diminuiu em todos os músculos estudados. No 

músculo TA e BB esta diminuição foi cerca de sete vezes, enquanto que no STN e DIA três e 

quatro vezes do que no grupo mdx CTRL, respectivamente. Não houve diferença significativa 

entre o grupos mdx ω-3 e mdx  CTRL para o número total de fibras musculares. 

 

Tabela 1. Dados quantitativos obtidos a partir da secção transversal dos músculos 
distróficos TA, STN, DIA e BB dos grupos mdx CTRL e mdx ω-3. 

TA 

mdx 

 
Número de 

fibras %np %AE % nc 

 
 

%área infl/reg 

CTRL 1254 ±83,59 66,71 ±3,82 12,58 ±2,58 20,72 ±3,65 23,43 ±20,45 

ω-3 1385 ±174,89 
81,13* ±7,82 

p<0,001 
1,92* ±1,57 

p<0,001 
16,94 ±6,66 

3,20* ±2,00 
p=0,04 

STN 

CTRL 966 ±52,27 50,04 ±4,53 15,64 ±2,67 34,32 ±2,31 27,00 ±20,12 

ω-3 882 ±84,22 70,56* ±5,52 
p<0,001 

4,25* ±2,27 
p<0,001 

25,19* ±5,36 
p<,001 

8,44* ±2,09  
p=0,04 

DIA 

CTRL 1250 ±90,51 73,38 ±6,61 16,36 ±7,10 10,26 ±3,47 13,23 ±7,85 

ω-3 1320 ±94,20 86,71* ±4,28 
p<0,01 

5,26* ±2,70 
p=0,004 

8,03 ±2,68 
3,41* ±3,18 

 p=0,03 

   BB 

CTRL 961 ±88,68 71,68 ±8,27 9,27 ±3,62 18,62 ±7,28 21,86 ±18,89 

ω-3 1183 ±109,35 83,30* ±3,02 
p=0,03 

4,17* ±1,81 
p=0,01 

13,85 ±2,92 
3,22* ±2,42 

p=0,03 
TA, músculo tibial anterior; STN, músculo esternomastóideo; DIA, músculo diafragma; BB, músculo bíceps 
braquial; %np, porcentagem de fibras com núcleo periférico; %AE, porcentagem de fibras positivas ao azul de 
Evans; %nc, porcentagem de fibras regeneradas com núcleo central; %Área infl/reg, porcentagem da área de 
secção transversal que se encontra em processo inicial de regeneração em presença de abundante infiltrado 
inflamatório; *Teste-t Student; Grupo mdx CTRL (n=5); Grupo mdx ω-3 (n=5) 
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4.5 Níveis plasmáticos de creatinoquinase (CK) 

Os valores médios de CK, expressos em U/L, dos grupos mdx CTRL e mdx ω-3 foram 

1208 ±376 e 838 ±347, respectivamente (p=0,04; teste t de Student; n=8). 

 

4.6 Medida da força 

Com 14 e 30 dias de vida foi realizada a medida da força horizontal de dez animais de 

cada grupo. A análise mostra que ambos os grupos, mdx CTRL e mdx ω-3, tiveram ganho da 

força de cerca de 53% e 30%, respectivamente, quando comparado com o início do tratamento. 

Quando comparamos a medida da força inicial entre os grupos mdx CTRL e mdx ω-3, a diferença 

não foi significativa (p=0,34; teste t de Student). A comparação final da força entre grupos mostra 

diferença significativa (p=0,02; teste t de Student), com o grupo mdx ω-3 apresentando menor 

ganho de força quando comparado com o grupo mdx CTRL. 

 

Tabela 2. Massa (g), Força (gf) e Força/Massa (gf/g) de camundongos mdx no início e final 
do protocolo experimental.  
 
 Massa (g) Força (grama-força - gf) Força/Massa (gf/g) 

 Início Final Início Final Início Final 

mdx CTRL 6,8 ±0,5 10,7 ±1,0 9,3 ±0,7 22,9 ±3,8 1,4 ±0,2 2,1  ±0,2 

mdx ω-3 7,2 ±0,7 11,4 ±2,0 9,7 ±2,1 18,6 ±1,7 1,3 ±0,2 1,7* ±0,2 
p=0,02 

* teste t de Student  
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Na DMD e no camundongo mdx a proteína estrutural distrofina está ausente no sarcolema 

ou expressa de forma não funcional. Com isso, o complexo distrofina glicoproteínas se 

desorganiza, a fibra muscular se torna frágil durante os ciclos de contração e relaxamento, a 

concentração intracelular de íons cálcio e de radicais livres aumentam, resultando em necrose da 

célula (Watkins et al, 1988; Spencer e Mellgren, 2002; Grounds et al, 2005a, Gluglieri e Bushby, 

2010). Nos músculos distróficos, a inflamação que ocorre após dano celular é um evento 

importante e está diretamente relacionada com a evolução da doença (Gorospe et al, 1994; Chen 

et al, 2000; Porter et al, 2002; Grounds et al, 2004). Os anti-inflamatórios corticosteróides 

predinisona e deflazacort são os únicos fármacos que mostraram comprovadamente retardar os 

prejuízos funcionais da DMD, porém o uso prolongado provoca efeitos colaterais prejudiciais ao 

organismo (Biggar et al, 2006; Bushby et al, 2010).  

 O EPA é um ácido graxo poli-insaturado ômega-3 com ação anti-inflamatória encontrado 

em peixes de água fria, óleo de peixe ou sintetizado no organismo a partir da ingestão de ácido 

alfa-linolênico (Arterburn et al, 2006). A ingestão de ômega-3 tem mostrado benefício na doença 

de Crohn, colite ulcerativa, artrite reumatóide, arteriosclerose, dentre outras enfermidades 

(Nestel, 2000; Rugglero et al, 2009). Em pacientes com câncer pancreático avançado, o consumo 

de suplemento nutricional enriquecido com 1,09g de EPA, duas vezes ao dia, atenuou a 

progressão da caquexia (Barber et al, 1999). Os efeitos colaterais do EPA são considerados 

mínimos e estão relacionados principalmente ao desconforto gastrointestinal. 

Estudos mostram que o EPA poderia modificar a composição de fosfolipídeos de 

membrana celular, reduzindo o nível de ácido graxo poliinsaturado da série ω-6 (ω-6 PUFA) e 

aumentando os níveis de ω-3 PUFA, promovendo um ambiente adequado para a organização de 

canais iônicos e fluxo de ións cálcio e sódio através da membrana celular (Nair et al, 1997). EPA 

também mostrou modular a atividade de canais de cálcio do tipo-L presentes no sarcolema de 
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cardiomiócitos, impedindo a elevação citoplasmática de íons cálcio a níveis tóxicos (Leaf e 

Weber, 1988). A dieta com óleo de peixe diminuiu a atividade de enzimas fosfolipases da classe 

A2, a degradação protéica e regulou os fatores miogênicos, sugerindo que o EPA poderia atenuar 

o processo de mionecrose. A ativação da fosfolipase A2 causa a elevação dos níveis 

intracelulares de cálcio e ácido araquidônico (AA), contribuindo para inflamação e necrose da 

célula (Castillero et al, 2009; Allen e Whitehead, 2011). 

O AA, liberado a partir de fosfolipídios de membrana por ação das fosfolipases A2, pode 

ser convertido em eicosanóides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos) 

através da ação das enzimas ciclooxigenase (COX-1-constitutiva e COX-2-indutiva) e 5-

lipoxigenase. Sugere-se que o EPA iniba, competitivamente, a atividade da ciclooxigenase e 

lipoxigenase, diminuindo a produção de prostaglandina E2 e leucotrienos da série 4 e, 

consequentemente, a inflamação (Broughton e Wade, 2002). Embora os eicosanoides derivados 

da COX e da 5-lipoxigenase pareçam não contribuir para o aumento da necrose nos músculos 

distróficos (Pierno et al, 2007), a ação inibitória do EPA no metabolismo do ácido araquidônico 

poderia suprimir a produção destes mediadores inflamatórios e explicar, pelo menos em parte, a 

redução da inflamação na distrofinopatia (James et al, 2000; Calder, 2008). 

A dose de EPA de 300mg/kg/dia administrada para os camundongos distróficos foi 

baseada no trabalho de Matsumoto et al (2009) e está além da recomendada para o consumo 

diário em humanos (1000 mg/dia). As diferenças entre metabolismo, progressão da doença e 

duração do tratamento foram consideradas na escolha da dose para os camundongos mdx. Porém, 

em humanos distróficos que necessitam de tratamento por tempo indeterminado, são necessários 

estudos clínicos detalhados para determinar a dose de EPA que atenda as necessidades 

terapêuticas desses pacientes. 
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A análise qualitativa dos cortes transversais corados com HE de ambos os grupos, mdx ω-

3 e mdx CTRL, confirma a presença de fibras musculares em degeneração, identificadas pela 

presença de áreas necróticas com infiltrado inflamatório, fibras em diferentes estágios de 

regeneração e fibras regeneradas, caracterizada pela centro-nucleação. Nos cortes transversais do 

grupo mdx ω-3 notou-se uma organização morfológica harmônica com menor variação aparente 

no diâmetro e espaço entre as fibras musculares e infiltrado inflamatório, observada pela menor 

marcação com o anticorpo F4/80. 

 Os dados quantitativos expressos na Tabela 1 corroboram a observação qualitativa e 

mostram que o EPA diminuiu a mionecrose que ocorre normalmente nos camundongos 

distróficos, pois foi encontrado menor número de fibras positivas ao AE e com núcleo central, 

menor área de inflamação/regeneração e preservação de maior quantidade de fibras com núcleo 

periférico. A diminuição da enzima CK no plasma sanguíneo indica a ação sistêmica do EPA 

sobre os músculos distróficos. Ao mesmo tempo, EPA não interferiu no crescimento e no ganho 

de força dos animais tratados. O grupo mdx ω-3 apresentou menor ganho de força, quando 

comparado com o grupo mdx CTRL. Embora as razões para explicar este achado não sejam 

claras, uma hipótese seria a de que o EPA poderia tenha interferido no comportamento dos 

animais distróficos. Sabe-se que os animais mdx apresentam alteração de comportamento, 

exibindo diminuição de atividade explorativa quando sob estresse (Yamamoto et al, 2008). 

Entretanto maiores estudo seriam necessários para se verificar possíveis ações do EPA nos 

sistemas motivacionais e comprovar esta hipótese.  

Os resultados obtidos para o grupo mdx CTRL estão de acordo com o estudos prévios de 

Marques et cols (2008) e Leite et cols (2010), realizados nos músculos distróficos axiais e 
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apendiculares. Observa-se a presença de áreas mionecróticas com infiltrado inflamatório e o 

aumento dos níveis de TNF-alfa nos camundongos mdx durante o primeiro mês de vida. 

Verificou-se que, com exceção do músculo TA, o tratamento com EPA diminuiu os níveis 

de TNF-alfa. Na análise qualitativa das secções transversais dos músculos estudados houve 

aparente diminuição da imunomarcação para F4/80, uma glicoproteína transmembrana de 

125kDa expressa por macrófagos, indicando que o EPA poderia influenciar na produção ou 

liberação do TNF-alfa. 

O TNF-alfa é uma citocina pró-inflamatória produzida por células do sistema imunológico 

e muscular durante o desenvolvimento, exercício extenuante, lesão e regeneração. O aumento da 

expressão de TNF-alfa foi observado em músculos de pacientes com DMD. Nos músculos 

distróficos, a elevação dos níveis de TNF-alfa acentua a degeneração e seu bloqueio 

farmacológico reduz consideravelmente a mionecrose, confirmando seu o papel na progressão da 

distrofinopatia (Grounds and Torrisi, 2004; Radley e Grounds, 2006; Water et al, 2010). Babcock 

e cols (2002) demostraram que a ação inibitória do EPA sobre a liberação de TNF-alfa por 

macrófagos poderia diminuir a inflamação.  

A via de sinalização intracelular pelo qual o TNF-alfa estimula a produção de substâncias 

pró-inflamatórias se faz através do fator nuclear kappa B (NF-kB). O NF-kB é um fator de 

transcrição presente no citosol, estando inativado pelo inibidor de kappa B (IkB). O TNF-alfa se 

liga a receptores de membrana aumentando a atividade da espécies reativas de oxigênios dentro 

da fibra muscular e ativando os fatores NF-kB e p38 MAPK, que por sua vez migram até o 

núcleo da célula e induz a expressão de diversos genes envolvidos na resposta inflamatória, 

apoptose e atrofia (Joussen et al, 2002; Singer et al, 2008). A ativação anormal de NF-kB leva a 

inflamação crônica ou excessiva em doenças como artrite reumatóide e asma (Lo et al, 1999; 
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Wang et al, 2011). O TNF-alfa atua via p38 MAPK nos músculos esqueléticos aumentando a 

expressão dos genes relacionados à via ubiquitina-proteassoma, dentre elas a atrogin1/MAFbx, 

resultando em atrofia  muscular. p38 é uma proteína ativada por diversas formas de estresse 

celular, incluindo estresse oxidativo e TNF-alfa (Li et al, 2005). 

No presente estudo, o mecanismo pelo qual o EPA diminuiu os níveis de TNF-alfa, que 

estão aumentados nos músculos distróficos, não foi esclarecido. Porém sugere-se que o 

tratamento com EPA poderia inibir a sinalização do TACE, para liberação do TNF-alfa solúvel 

(17kDa), ou do NF-kB, para genes que codificam citocinas pró-inflamatórias, contribuindo assim, 

para a diminuição da necrose e inflamação muscular nos animais jovens estudados. A partir dos 

resultados obtidos, seria de interesse estudar o efeito do EPA sobre os níveis de TNF-alfa 

circulantes, a expressão do NF-kB e da p38, uma vez que a elevação dos níveis dessa proteína 

poderia promover o catabolismo muscular pela ativação de atrogenes. Os resultados deste 

trabalho mostraram-se satisfatórios, pois o EPA amenizou a necrose e inflamação que 

normalmente ocorrem no camundongo mdx. Considerando que o EPA é utilizado como terapia 

coadjuvante para diversas doenças em humanos, seu uso poderia ser estendido para o tratamento 

das distrofinopatias. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÃO 
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Verificamos que o EPA protege os músculos estriados esqueléticos do camundongo mdx 

da distrofinopatia, diminuindo a mionecrose e a inflamação nos estágios iniciais da doença. Os 

efeitos protetores do EPA foram evidentes no músculo diafragma, um dos músculos mais 

afetados na distrofia muscular. Sugere-se que o EPA, ao diminuir os níveis de TNF-alfa, amenize 

o processo inflamatório e, consequentemente, reduza a mionecrose. Visto o uso já estabelecido 

do EPA para o tratamento de outras patologias humanas, o presente trabalho sugere que o EPA 

possa ser potencialmente útil como terapia adicional para as distrofinopatias. 
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