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Resumo 

O camundongo mdx é o animal mais utilizado como modelo da distrofia muscular de 

Duchenne (DMD), diferindo dos humanos doentes por apresentar ciclos de regeneração 

muscular e reduzida fibrose. Este trabalho tem como objetivos: 1. desenvolver protocolo 

experimental para promover fibrose muscular através de exercício de corrida em esteira e 2. 

verificar se a suramina inibe a fibrose induzida experimentalmente. A suramina tem efeito 

anti-fibrótico, sendo um potencial agente farmacológico para tratamento da DMD visando 

sucesso de terapias celulares.  

 Foram utilizados camundongos mdx (n=42) e C57BL/10 (n=11) com seis meses de 

idade. Os camundongos mdx foram divididos em quatro grupos experimentais: grupo 

sedentário e tratado com salina (n=11), grupo sedentário e tratado com suramina (n=11), grupo 

exercitado e tratado com salina (n=10) e grupo exercitado e tratado com suramina (n=10). Os 

animais foram submetidos à corrida em esteira diariamente e o tratamento com suramina 

(60mg/kg) foi realizado em dias alternados, via intra-peritoneal. Após sete semanas, os 

animais foram sacrificados e o músculo tibial anterior, bíceps braquial, diafragma e coração 

coletados e congelados para análise histológica e protéica por western blot. O plasma 

sanguíneo foi submetido à análise de creatina-quinase. A força de tração dos membros 

anteriores foi medida no início e no final do protocolo experimental utilizando-se Grip 

Strength Meter e o músculo diafragma submetido ao estudo in vitro para verificar a força de 

contração. 

 Verificamos que o protocolo de corrida em esteira foi adequado para induzir a fibrose e 

inibir a regeneração nos músculos da pata dos camundongos mdx. O aumento da área de 

fibrose foi acompanhado pelo aumento dos níveis de TGF-β1, aumento de creatina-quinase e 

diminuição da força de tração. O tratamento com suramina diminuiu a fibrose nos músculos 

exercitados e acelerou o processo de regeneração. Adicionalmente, observamos que a 

suramina reduziu o número de fibras marcadas com azul de Evans, diminuiu os níveis da CK e 

impediu a perda da força de tração bem como a força de contração do músculo diafragma.  

 Concluímos que o protocolo de corrida em esteira foi eficaz na indução de fibrose nos 

músculos tibial anterior e bíceps braquial. O efeito anti-fibrótico da suramina torna-a droga 

potencialmente útil para a terapia farmacológica da DMD. 
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Abstract 

The mdx mouse is commonly used as a model to study Duchenne muscular dystrophy 

(DMD) however shows cycles of muscle regeneration and reduced fibrosis. The purposes of 

this study were (1) to induce muscle fibrosis through eccentric running exercise in mdx mice 

and (2) to verify the effects of suramin on muscle fibrosis.  

Six-month-old mdx (n=42) and control (C57BL/10, n=11) mice were used. Mdx mice 

were divided in four groups: sedentary and saline-treated (n=11); sedentary and suramin-

treated (n=11); exercised and saline-treated (n=10) and exercised and suramin-treated (n=10). 

The mdx mice belonging to the exercised groups were placed on treadmill to run daily, for 

seven weeks. Suramin was injected at a dose of 60mg/kg i.p. on alternate days. At the end of 

the experimental protocol, the mice were sacrificed and the tibialis anterior, biceps brachii, 

diaphragm and heart muscles were dissected, frozen in liquid nitrogen and used to histological 

and western blot analysis. Blood was obtained to determine creatine-kinase (CK) levels. The 

forelimb force was measured by an adapted Grip Strength Meter. Force of contraction of 

diaphragm in vitro was verified.  

Our results showed that the experimental protocol was adequate to induce muscle 

fibrosis in mdx mice. The occurrence of fibrosis was accompanied by elevated levels of TGF-

β1 and serum CK and decreased forelimb force. Suramin reduced muscle fibrosis, decreased 

the number of muscle fibers stained with Evans blue, reduced serum CK levels and prevented 

the loss of muscle force in exercised mdx and diaphragm strips in vitro. We concluded that 

the downhill running protocol was effective for inducing fibrosis in tibialis anterior and biceps 

brachii muscles of mdx mice. Suramin seems to be a potential useful therapeutic alternative for 

DMD treatment. 
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1.1. Apresentação 

As distrofinopatias são doenças causadas por mutação no gene da distrofina. As duas 

principais distrofinopatias são a distrofia muscular de Duchenne (DMD) e a distrofia muscular 

de Becker (Engel et al., 1994). 

A DMD é uma miopatia fatal caracterizada por progressiva degeneração e fraqueza 

muscular (Engel et al., 1994). A doença é causada pela ausência da distrofina, proteína 

estrutural do sarcolema importante para a manutenção de sua estabilidade mecânica durante a 

contração muscular (Hoffman et al., 1987). 

A regeneração muscular nos humanos com DMD é comprometida e ocorre apenas nos 

cinco primeiros anos de vida, quando gradativamente perde-se a capacidade replicativa das 

células satélites e o tecido muscular é substituído por tecidos adiposo e conjuntivo (Biggar et 

al., 2002). 

 A fibrose muscular, evidenciada por pseudo-hipertrofia dos membros inferiores dos 

indivíduos distróficos (Engel et al., 1994), torna-se característica importante quando 

consideramos terapias gênicas e celulares. Uma vez que a fibrose pode dificultar a regeneração 

muscular e migração de células miogênicas normais injetadas no músculo distrófico, 

tratamento com anti-fibrótico antes do transplante de células ou administração de 

oligonucleotídeos para restabelecimento da distrofina pode ser potencialmente útil para o 

sucesso dessas terapias (Zhou & Lu, 2010).  

A suramina é um anti-fibrótico aprovado pela Food and Drug Administration (FDA; 

Cheson et al., 1987; Reed et al., 1992; Mietz et al., 1998) inicialmente utilizada para o 

tratamento de indivíduos contaminados com Trypanosoma rhodesiense e Trypanosoma 

gambiense e para o tratamento de tumores (Voogd et al., 1993; McGeary et al., 2008). A 

injeção da droga em músculos de camundongos normais após lesão mecânica reduziu 
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significativamente a fibrose e aumentou a regeneração muscular, evidenciada por maior 

quantidade de fibras com núcleo central e melhora funcional (Chan et al., 2003; Chan et al., 

2005).  

Neste trabalho, verificamos o efeito da suramina em músculos de camundongos mdx 

submetidos à corrida em esteira. O mdx é o animal mais utilizado como modelo da DMD 

(Engel et al., 1994), porém difere-se dos humanos afetados por apresentar ciclos de 

regeneração muscular e reduzida fibrose (Bulfield et al., 1984; Iannaccone et al., 1995; 

Pastoret & Sebille, 1995b). Utilizamos exercício físico para induzir fibrose muscular nos 

camundongos mdx, tornando-os modelos mais próximos da DMD. 

 

1.2. Distrofia muscular de Duchenne 

 A DMD destaca-se, dentre as distrofias musculares, por ser a mais comum e 

devastadora. É uma doença recessiva letal ligada ao cromossomo X que afeta uma em cada 

3500 crianças do sexo masculino (Engel et al., 1994). A doença é hereditária em 70% dos 

casos e em 30% é causada por mutação espontânea do cromossomo X (Bobo et al. 2009). 

Embora a maioria das mulheres portadoras da doença seja assintomática, estas podem 

apresentar a partir da terceira década de vida, fraqueza muscular, mialgia, aumento dos níveis 

plasmáticos da enzima creatina-quinase e cardiomiopatia (Bobo et al., 2009; Seemann et al., 

2010). 

 Clinicamente, a criança com DMD manifesta a doença entre dois e cinco anos de 

idade, quando são percebidos atraso no desenvolvimento motor, dificuldade em correr e em 

subir degraus e quedas freqüentes. A fraqueza muscular é progressiva e resulta em perda da 

deambulação com cerca de doze anos de idade (Engel et al., 1994). Embora a utilização de 
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ventilação mecânica melhore a qualidade de vida do doente, o óbito frequentemente ocorre por 

volta dos vinte anos de idade por insuficiência cardiorrespiratória (Bogdanovich et al., 2004). 

 A degeneração muscular na DMD é causada por mutação no gene da distrofina, o que 

leva à ausência desta proteína (Hoffman et al., 1987; Bonilla et al., 1988). A distrofina é uma 

proteína estrutural de 427 kDa encontrada na face citoplasmática do sarcolema ligada aos 

miofilamentos e a um complexo de glicoproteínas da membrana (Figura 1). O complexo 

distrofina-glicoproteínas desempenha papel importante na manutenção da estabilidade 

mecânica do sarcolema, uma vez que permite ligação do citoesqueleto à laminina da matriz 

extracelular (Hoffman et al, 1987). Foi sugerido que a falta da distrofina levaria à instabilidade 

do sarcolema durante a contração muscular e facilitaria a entrada de grandes quantidades de 

íons cálcio na fibra levando à sua degeneração (Rolland et al., 2006; Whitehead et al., 2006; 

Ervasti, 2007). Mais recentemente foi sugerido que proteínas reguladoras de cálcio tais como 

calsequestrina e calmodulina também podem estar envolvidas na patogênese da distrofia 

(Culligan et al., 2002; Ferretti et al., 2009; Pertille et al., 2010).  
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Figura 1: Esquema do complexo distrofina-glicoproteínas representando a α- e β-distroglicanas; α-, β-

, γ-, δ- sarcoglicanas; sarcospan; α-, β1-sintrofinas e α- e β-distrobrevinas e a distrofina. A distrofina 

exerce papel importante na estabilização do sarcolema conectando a actina citoesquelética à cadeia α2 

da laminina-2 localizada na lâmina basal via complexo de glicoproteínas (Adaptado de Rando, 2001). 

 

O caráter progressivo da DMD e a ausência de tratamentos efetivos estimulam os 

estudos básicos e clínicos voltados para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas como as 

farmacológicas, as nutricionais, as gênicas e as celulares (Bogdanovich et al., 2004; Payne et 

al., 2006). 

 

1.3. Camundongo mdx  

 O camundongo da linhagem mdx (X-chromosome linked muscular dystrophy) é o 

animal mais utilizado como modelo da DMD (Willmann et al., 2009). Foi identificado em 

1984 na colônia C57BL10/ScSn apresentando níveis elevados das enzimas creatina-quinase e 

piruvato-quinase e degeneração muscular característica de distrofia (Bulfield et al., 1984). 

Os animais da linhagem mdx apresentam, tais como os humanos doentes, mutação 

espontânea no cromossomo X que leva à deficiência da distrofina. Nos mdx, o gene da 
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distrofina está localizado na região Hq Bpa do cromossomo X e são afetados pela doença 

machos e fêmeas homozigóticos, que se apresentam viáveis e férteis (Bulfield et al., 1984; 

Engel et al., 1994). 

Visto que camundongos mdx apresentam ciclos de regeneração muscular e reduzida 

fibrose (Bulfield et al., 1984; Iannaccone et al., 1995; Pastoret & Sebille, 1995a; Pastoret & 

Sebille, 1995b), a distrofia nos animais desta linhagem é menos severa quando comparada à 

DMD (Grounds et al., 2008).  

O exercício voluntário em roda de corrida ou a corrida em esteira aumentam a 

degeneração muscular no mdx (Brussee et al., 1997; Vilquin et al., 1998; De Luca et al., 2003; 

Nakamura et al., 2005; Okano et al., 2005; Hodgetts et al., 2006; Grounds et al., 2008) 

tornando-o modelo mais próximo à DMD. Diferentemente dos camundongos, humanos 

doentes apresentam regeneração muscular reduzida, degeneração muscular progressiva e 

substituição do tecido muscular por colágeno e tecido adiposo (Engel et al., 1994; Biggar et 

al., 2002).  

A degeneração muscular observada em camundongos distróficos exercitados 

provavelmente é facilitada pela instabilidade mecânica do sarcolema causada pela falta da 

distrofina (Carter et al., 2002).  Estudos utilizando camundongos distróficos verificaram que 

músculos submetidos ao exercício excêntrico ou concêntrico em esteira apresentam aumento 

dos níveis plasmáticos da enzima creatina-quinase (Vilquin et al., 1998), aumento do número 

de fibras musculares positivas ao azul de Evans (Brussee et al., 1997) e significativa fraqueza 

muscular, quando comparados aos músculos distróficos não exercitados e músculos normais 

exercitados(De Luca et al., 2003). Adicionalmente, foi demonstrado que camundongos 

normais submetidos à única sessão de treinamento por 90 minutos apresentaram ruptura do 

sarcolema e dos sarcômeros e conseqüente degeneração (McNeil & Khakee, 1992).  
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Tal como os músculos distróficos submetidos ao exercício físico, o músculo diafragma 

de camundongos mdx apresenta progressiva degeneração e fraqueza muscular (Stedman et al., 

1991; Dupont-Versteegden & McCarter, 1992; Louboutin et al., 1993; Gosselin et al., 2007). 

Foi sugerido que a necrose e fibrose muscular progressiva observadas no diafragma do mdx a 

partir dos seis meses de idade, provavelmente são conseqüências da constante ativação e 

contração deste músculo durante a vida do animal (Carter et al., 2002). 

A utilização de exercício físico para induzir fibrose em músculos de membros 

anteriores e posteriores de camundongos distróficos é pouco estudada. O desenvolvimento de 

protocolo experimental utilizando exercício de alta intensidade e longa duração é interessante 

para tornar o mdx mais próximo da DMD, uma vez que nos humanos afetados a necrose 

muscular é seguida pela deposição excessiva de tecido conjuntivo e adiposo entre as fibras 

musculares (Engel et al., 1994). 

 

1.4. Fibrose muscular e fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-ββββ1) 

A fibrose muscular é o tecido cicatricial fibroso resultado do processo de reparo 

muscular que envolve três etapas: i) a necrose muscular e ativação da resposta inflamatória, ii) 

a regeneração e iii) a deposição de matriz extracelular pelos fibroblastos (Grounds, 1991). 

Logo após a lesão, fibras musculares degeneram e ocorrem alterações no fluxo 

sangüíneo, na permeabilidade vascular e exsudação leucocitária. Primeiramente, ocorre a 

migração de células polimorfonucleares e, seis horas após a lesão, é observada a migração de 

macrófagos, os quais são responsáveis pela fagocitose do tecido muscular necrótico. 

Simultaneamente à reação inflamatória, ocorrem ativação e proliferação de células satélites 

que se fundem para formar miotubos. A diferenciação dos miotubos em miofibras e a 
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deposição de tecido conjuntivo endomisial ocorrem como etapa final da regeneração 

(Grounds, 1991; Tidball, 2005). 

 O processo de regeneração muscular é complexo e depende de vários fatores tais como 

extensão e duração da lesão. As grandes lesões musculares geralmente resultam em fibrose 

muscular (Grounds, 1991; Serrano & Muñoz-Cánoves, 2010). 

A fibrose muscular é uma característica morfológica evidente encontrada em 

indivíduos afetados pela DMD, no diafragma de camundongos mdx idosos e em músculos 

normais e distróficos submetidos à irradiação ionizante com raio-X em altas doses (Wakeford 

et al., 1991; Engel et al., 1994; Pastoret & Sebille, 1995a; Pastoret & Sebille, 1995b; Pagel & 

Partridge, 1999; Wernig et al., 2000). Sugere-se que a fibrose em músculos distróficos é 

devida à elevada expressão do fator de crescimento transformador beta-1 (transforming 

growth factor beta-1; TGF-β1) (Yamazaki et al., 1994; Bernasconi et al., 1995; Iannaccone et 

al., 1995; Gosselin et al., 2004; Andreetta et al., 2006; Zhou et al., 2006; Zhou & Lu, 2010). 

O TGF-β1 é uma citoquina de 25 kDa envolvida na resposta inflamatória e formação 

de fibrose (Budasz-Swiderska et al., 2005). Estudos com humanos verificaram níveis elevados 

de TGF-β1 na matriz extracelular de fígados cirróticos, pulmão fibrótico e nos rins com 

glomerulonefrite (Khalil et al., 1989; Border et al., 1990; Milani et al., 1991).  

 O TGF-β1 é sintetizado por diversos tipos celulares, tais como células endoteliais, 

plaquetas, células T e macrófagos e está envolvido na proliferação de fibroblastos e produção 

de colágeno (Roberts & Sporn, 1987). Estudo utilizando camundongos mdx verificou a 

presença de células inflamatórias mononucleares e elevada expressão do RNA mensageiro do 

TGF-β1 no músculo diafragma (Gosselin et al., 2004), sugerindo o envolvimento destas 

células na produção desta citoquina e na fibrose neste músculo (Morrison et al., 2000; 

Gosselin et al., 2004). Adicionalmente, camundongos distróficos tratados com o anti-
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inflamatório prednisona apresentaram redução do TGF-β1 e da fibrose no diafragma (Hartel et 

al., 2001). 

 Por outro lado, estudos in vitro verificaram que o TGF-β1 inibe a proliferação e 

diferenciação de mioblastos (Massagué et al., 1986; Allen & Boxhorn, 1987). Foi sugerido 

que esta citoquina diminui a expressão do gene da miogenina, fator miogênico importante para 

diferenciação de mioblastos (Heino & Massagué, 1990). 

 A diminuição da fibrose muscular é de grande interesse no tratamento da DMD, visto 

que a deposição progressiva de matriz extracelular entre as fibras musculares pode retardar a 

regeneração muscular (Ibraghimov-Berskrovnaya et al., 1992; Engel et al., 1994; Iannaccone 

et al, 1995). Adicionalmente, a fibrose muscular pode dificultar a migração de células 

miogênicas injetadas no músculo distrófico submetido à terapia celular. Músculos normais 

tratados com colagenase antes do transplante de mioblastos apresentaram maior migração e 

fusão das células miogênicas transplantadas (Torrente et al., 2000). 

 

1.5. Suramina 

 A suramina (sym-bis(m-aminobenzoil-m-amino-p-metilbenzoil-1-naftilamino-4,6,8-

trissulfonado)carbamida) apresenta 1492,2 g/mol de peso molecular e é composta por oito 

anéis benzeno, quatro grupos amida, um grupo uréia e seis grupos sulfonados (Figura 2; Bosch 

et al., 1997).  
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                                  Figura 2: Estrutura molecular da suramina (Bosch et al., 1997) 

 

A droga, aprovada pela Food and Drug Administration (FDA; Cheson et al., 1987; 

Reed et al., 1992; Mietz et al., 1998), foi inicialmente utilizada para o tratamento de 

indivíduos com tripanossomíase africana e tratamento de tumores (Voogd et al, 1993; Kathir 

et al., 2006; McGeary et al., 2008). A ação anti-tumoral da suramina se dá por sua ligação com 

receptores para fatores de crescimento (Zumkeller & Schofield, 1995), tais como fator de 

crescimento epidermal (epidermal growth factor, EGF), fator de crescimento derivado de 

plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF), fator de crescimento fibroblástico 

(fibroblast growth factor, FGF), fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial 

growth factor, VEGF) e fator de crescimento transformador beta-1 (transforming growth 

factor beta-1, TGF-β1). 

Recentemente, a suramina foi utilizada para impedir fibrose em músculos esqueléticos 

normais após lesão. A injeção desta droga em músculos lesados diminuiu significativamente a 

expressão de TGF-β1, reduziu a fibrose muscular e facilitou a regeneração muscular 

evidenciada pela melhora funcional (Chan et al., 2003; Chan et al., 2005; Nozaki et al, 2008). 

O efeito anti-fibrótico da suramina torna-a uma droga potencialmente útil para a terapia 

farmacológica da DMD. Desta forma, estudos em animais distróficos para verificar sua ação 

na fibrose e na regeneração muscular são relevantes e fornecerão conhecimentos sobre a 

patogênese das distrofinopatias. 
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2.1. Objetivos 

 O presente trabalho tem como objetivos: i) desenvolver protocolo experimental para 

promover a fibrose muscular em camundongos mdx através de exercício de corrida em esteira 

e ii) verificar se a suramina inibe a fibrose muscular induzida pelo exercício físico. 
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3.1. Grupos experimentais 

Foram utilizados camundongos das linhagens mdx (C57BL/10-Dmdmdx/PasUnib; n=42) 

e C57BL/10 (C57BL/10ScCr/PasUnib; n=11) com seis meses de idade, de ambos os sexos, 

provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área de Ciência em 

Animais de Laboratório (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram mantidos no biotério do 

Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia, em caixas plásticas sob condições 

ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) com ração e água ad libitum. O 

experimento foi realizado de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal 

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, tendo sido aprovado pela 

Comissão de Ética na Experimentação Animal da UNICAMP (protocolo 1758-1).  

 Camundongos machos e fêmeas de ambas a linhagens apresentaram massa corporal 

semelhante (32,19±4,24g nos animais machos vs 30,22±2,72g nos animais fêmeas). Os 

camundongos da linhagem mdx foram divididos em quatro grupos experimentais: 1) grupo 

sedentário tratado com solução salina (mdx sed-sal; n=11), 2) grupo sedentário tratado com 

suramina (mdx sed-sur; n=11), 3) grupo exercitado e tratado com solução salina (mdx exer-sal; 

n=10) e 4) grupo exercitado e tratado com suramina (mdx exer-sur; n=10).  

 Os camundongos da linhagem C57BL/10 (n=11) não foram submetidos ao 

treinamento, mas receberam o tratamento com solução salina. Estes animais serviram de 

controle para a técnica de western blot, quantificação da enzima creatina-quinase e estudo in 

vitro da força de contração do diafragma.  
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3.2. Protocolo experimental 

Os camundongos mdx dos grupos exercitados (n=20) foram submetidos à corrida em 

esteira diariamente durante sete semanas. A idade de seis meses foi escolhida por ser uma fase 

em que são observados poucos ciclos de degeneração e regeneração muscular quando 

comparada aos animais com dois meses de idade (Pastoret & Sebille, 1995b). O restante dos 

camundongos mdx (n=22) não foi submetido ao treinamento.  

 Após o último dia de exercício, os animais foram sacrificados com dose letal de 

anestésico cloridrato de xilazina (6,8 mg/kg, 2% Virbaxyl, Virbac, São Paulo, Brasil) e 

cloridrato de cetamina (130 mg/kg, Francotar, Virbac, São Paulo, Brasil). O músculo tibial 

anterior, bíceps braquial, diafragma e o coração foram coletados e congelados. Foram 

destinados cinco camundongos mdx de cada grupo experimental para a técnica de marcação de 

fibras com azul de Evans (AE), análise histológica e estudo in vitro da força de contração do 

diafragma e seis animais para a técnica de western blot e determinação da enzima creatina-

quinase.  

 A força de tração dos membros anteriores de cada animal foi medida no início e no 

final do treinamento em esteira. 

 

3.3. Exercício de corrida em esteira em alta intensidade 

Utilizamos o exercício de corrida em esteira em alta intensidade para induzir 

degeneração e fibrose muscular nos camundongos mdx. Os camundongos foram submetidos 

ao exercício de corrida em esteira diariamente durante sete semanas. Na primeira semana os 

animais foram submetidos ao pré-treinamento, para adaptação em esteira. Os camundongos 

correram na velocidade de 12 metros por minuto, sem inclinação, durante quinze minutos 

inicialmente. O tempo de exercício foi aumentado gradativamente até atingir uma (01) hora no 
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final da primeira semana. A partir da segunda semana até a sétima semana os animais 

correram na velocidade de 17 metros por minuto, em inclinação de 15° em descida, durante 

uma (01) hora ou até atingir a exaustão (Okano et al., 2005; Nakamura et al., 2005).  

Escolhemos o protocolo de exercício de corrida em esteira com inclinação em descida 

por causar maior lesão muscular que o exercício de corrida em esteira sem inclinação ou em 

subida (Grounds et al. 2008). Adicionalmente, os parâmetros de velocidade, freqüência e 

tempo de exercício de corrida em esteira foram similares àqueles utilizados em protocolos de 

exercício de alta intensidade em animais normais e distróficos (Okano et al., 2005; Nakamura 

et al., 2005; Lahaye et al. 2010). 

 

3.4. Tratamento com suramina 

Os camundongos mdx dos grupos tratados com suramina receberam a droga intra-

peritonealmente em dias alternados na dose de 60 mg/kg (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA; Lossos et al., 2000) diluída em solução salina 0,9%. Os camundongos dos grupos 

tratados com solução salina receberam injeção intra-peritoneal de solução salina a 0,9% em 

dias alternados e serviram de controle. 

 

3.5. Marcação de fibras musculares com azul de Evans 

Para a observação de fibras marcadas com azul de Evans (AE), foram utilizados quatro 

animais mdx de cada grupo experimental. O AE é um corante in vivo que evidencia fibras 

musculares com alteração da permeablidade do sarcolema e fibras em degeneração (Matsuda 

et al., 1995; Marques et al., 2007).  

Os animais foram injetados intraperitonealmente com solução de AE (Evans blue dye; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a 1% diluída em tampão fosfato salina (PBS), na 
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dose de 0,1ml de solução de AE por 10g de peso do animal (Matsuda et al., 1995; Marques et 

al., 2007). Doze horas após a injeção, os camundongos foram sacrificados com dose letal de 

anestésico (cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de cetamina) e exsanguinados. Os músculos 

tibial anterior, bíceps braquial e coração foram coletados, embebidos em meio de inclusão 

para baixas e médias temperaturas (Tissue Freezing Medium, Triangle Biomedical Sciences, 

North Carolina, USA), pré-congelados em N-hexano a 90°C negativos por um minuto e em 

seguida imersos em nitrogênio líquido e mantidos a 70ºC negativos em Biofreezer. O hemi-

diafragma esquerdo dos grupos mdx sed-sal e mdx sed-sur foram submetidos ao estudo in vitro 

da força de contração e posteriormente congelados em nitrogênio líquido. 

Em seguida, foram realizados cortes transversais de 7 µm de espessura do terço médio 

do músculo em criostato a 24ºC negativos. Foram obtidas duas lâminas para cada músculo, 

sendo uma para análise da integridade do sarcolema por meio do AE e uma para técnica 

histológica de rotina (tricrômico de Masson). As lâminas destinadas para análise da 

integridade do sarcolema foram incubadas por 15 minutos com acetona a 25oC negativos e 

montadas em meio de montagem para fluorescência DABCO [1,4-diazabiciclo (2.2.2)octano; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA]. A observação das lâminas foi realizada em 

microscópio óptico de fluorescência (Nikon Express Series Nikon, Tokyo, Japão) acoplado a 

vídeo câmera Hamamatsu (Hamamatsu Photonics, Iwata, Shizuoka, Japão) para captação de 

imagens, no comprimento de onda de 568nm. As fibras marcadas com AE foram 

quantificadas. No músculo cardíaco, foi realizada a morfometria das áreas com fibras positivas 

ao AE. 
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3.6. Análise histológica 

3.6.1. Tricrômico de Masson  

Os cortes congelados foram inicialmente fixados com solução de Bouin e em seguida, 

lavados com etanol durante doze horas. Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em água 

corrente por dez minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris por oito minutos. 

Após este período, as lâminas foram lavadas em água corrente e imersas em solução de 

Masson por quinze minutos. Em seguida, as lâminas foram banhadas em solução de ácido 

acético a 0,2%, mergulhadas em solução de azofloxina (AFO) e em solução de verde luz 

(Light Green, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). 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 em resina e os cortes observados em 

microscópio de luz para análise morfométrica. Foram quantificadas as áreas de secção 

transversal do músculo, de inflamação/regeneração, de regeneração e a área de fibrose.  

A classificação das áreas musculares foi realizada seguindo-se critérios morfológicos 

descritos anteriormente (Pastoret & Sebille, 1995a; Pastoret & Sebille, 1995b; Jin et al., 2000). 

A área de inflamação/regeneração foi caracterizada por infiltrado inflamatório abundante 

contendo pequenas fibras musculares com citoplasma fortemente basófilo e com núcleo 

central vesicular e a área de regeneração muscular foi caracterizada por fibras musculares com 

citoplasma basófilo e núcleo central e com poucas células inflamatórias (Figura 4). 

Adicionalmente, foi quantificado o número total de fibras musculares, o número de fibras com 

núcleo periférico e o número de fibras com núcleo central. 
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3.6.2. Análise morfométrica 

Para a quantificação das áreas foram utilizados dois cortes aleatórios. As lâminas 

coradas com Tricromo de Masson foram analisadas utilizando-se microscópio Nikon Eclipse 

E-400 com objetiva de 20X acoplado a um computador e vídeo-câmera (Nikon Express Series, 

Shinagawa, Tokyo, Japão). A análise morfométrica foi realizada com software Image Pro-

Express Version 4. Foi quantificada a porcentagem de área de inflamação/regeneração, de 

regeneração e de fibrose (Figura 4). 

A quantificação de número de fibras com núcleo central e periférico foi realizada 

utilizando-se objetiva de 40X e ocular de 10X contendo retículo quadrilátero com 100 pontos, 

acoplada ao microscópio de luz utilizando-se contador manual. Foi quantificado o número 

total de fibras musculares, o número de fibras com núcleo central (indicativo de regeneração 

muscular) e fibras com núcleo periférico (indicativo de fibras que não sofreram degeneração). 

 

3.7. Estudo in vitro da força de contração do diafragma 

Para verificar o efeito da suramina na força de contração do músculo diafragma 

utilizamos técnica miográfica in vitro. O hemi-diafragma e nervo frênico esquerdo dos 

animais dos grupos C57BL/10 (n=05), mdx sed-sal (n=05) e mdx sed-sur (n=05) foram 

retirados e colocados em cuba contendo solução nutritiva (Solução de Tyrode; NaCl 137 mM, 

KCl 2,7 mM, CaCl2 1,8 mM, MgCl2 0,49 mM, NaH2PO4 0,42 mM, glicose 11,1 mM, 

NaHCO3 11,09 mM e água) aerada com carbogênio (95% O2 e 5% CO2) a 37ºC segundo 

Bülbring, 1946.  

O hemi-diafragma foi preso pelas costelas na base da cuba e o centro tendíneo 

amarrado com fio de sutura ao transdutor isométrico sob tensão constante (5 g/cm). O músculo 
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foi colocado sobre eletrodos de platina ligados a um estimulador S48F (Grass Instruments). O 

acoplamento entre o transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM e o fisiógrafo Gould 

Universal Amplifier Model RS 3400 permitiu o registro da força de contração muscular em 

gramas. A preparação foi curarizada com d-tubocurarina e o músculo recebeu estímulo direto 

a 70 V, 2 ms de duração, 2,5 Hz por 120 minutos. Em seguida, os músculos foram retirados da 

cuba, pesados, pré-congelados em N-hexano e imersos em nitrogênio líquido. 

A força de contração do diafragma foi medida a cada dez minutos e os valores 

normalizados com a massa do hemi-diafragma esquerdo em gramas (g/g do hemi-diafragma 

esquerdo) e expressos em porcentagem em relação ao valor inicial (Tempo 10 

minutos=100%). 

 

3.8. Determinação de creatina-quinase no plasma sanguíneo 

Para verificar o efeito do exercício físico em esteira e da suramina sobre a degeneração 

muscular realizamos a quantificação da enzima creatina-quinase (CK). Os animais utilizados 

para a análise da CK foram utilizados posteriormente para a técnica de western blot. O sangue 

foi coletado por punção cardíaca sob anestesia com cloridrato de cetamina e cloridrato de 

xilazina e em seguida, centrifugado a 936 RCF (força centrífuga relativa a aceleração da 

gravidade) e 4°C por 10 minutos para obtenção do plasma sanguíneo. Utilizamos o kit para 

quantificação de CK (CK Cinético Crystal, Bioclin, Quibasa, Minas Gerais, Brasil). As 

absorbâncias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se espectrofotômetro (Thermo 

Electron Corporation Genesys 20, Krackeler Scientific, Albany, New York, USA) com 

comprimento de onda de 340 nm e cubeta de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Os valores 

da CK foram expressos em unidades internacionais (U/L). 
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3.9. Medida da força de tração dos membros anteriores 

Para verificar o efeito do exercício físico em esteira e da suramina sobre a força de 

tração dos membros anteriores, foi medida a força dos animais utilizando-se Grip Strength 

Meter (New Primer, São Paulo, Brasil). Os camundongos foram posicionados sobre a base do 

equipamento, suspensos pela cauda e estimulados a tracionar o anel metálico acoplado ao 

dinamômetro (Figura 3) com os membros anteriores. A força de tração exercida pelo animal 

foi expressa como a média das cinco maiores medidas de força em gramas dividida pela massa 

corporal em gramas (g/g de massa corporal; Payne et al., 2006). 

As medidas da força foram realizadas no início e no final do protocolo experimental. 

 

 

 

Figura 3: Grip Strength Meter para medir a força de tração exercida pelos membros anteriores do 

camundongo. 
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3.10. Western blot 

 Para a quantificação do TGF-β1 foram utilizados seis camundongos de cada grupo 

experimental. Os camundongos foram anestesiados com cloridrato de cetamina e cloridrato de 

xilazina e perfundidos com PBS. Os músculos diafragma, bíceps braquial, tibial anterior e 

coração foram retirados e homogeneizados com tampão para homogeneização (Tris-HCl 100 

mM, pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, 10 g/ml aprotinin, PMSF 1 

mM, e Na3VO 0,25 mM) a 4ºC usando homogeneizador Polytron PTA 20S (Brinkmann 

Instruments, Westbury, New York, USA) operado em velocidade máxima por 30 segundos. 

Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4ºC por 20 minutos e o sobrenadante utilizado 

para análise por extrato total. A determinação de proteína foi realizada pelo método de 

Bradford et al. (1976). 

As amostras do extrato protéico foram tratadas com 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. Em seguida, 30 µg de proteína foram aplicados em gel SDS-

poliacrilamida 8-15% em aparelho para eletroforese (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA, USA). 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, USA). As membranas foram incubadas com solução basal 

(Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 150 mM e Tween-20 0,02%) contendo 5% de leite 

desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir a ligação não específica de 

proteínas. Posteriormente, foram incubadas com anticorpo primário diluído em 10 ml de 

solução basal contendo 3% de leite desnatado a 4ºC, durante 12 horas. No dia seguinte, as 

membranas foram lavadas por 30 minutos com solução basal e incubadas em 10 ml de solução 
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basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5 µl de anticorpo secundário conjugado a peroxidase 

por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram lavadas por 30 

minutos com solução basal.  

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de 

quimiluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce Biotechnology, 

Rockford, Illinois, USA) por 5 minutos, seguido de exposição a filme Kodak XAR (Eastman 

Kodak, Rochester, New York, USA). As densidades das bandas e das amostras sobre filme 

foram digitalizadas e gravadas para posterior quantificação da densitometria ótica utilizando o 

programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MA, USA). 

Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 1) TGF-β1 (mouse monoclonal; 

Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA), 2) GAPDH (rabbit polyclonal; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California, USA). Foi utilizado o anticorpo secundário IgG mouse 

ou rabbit conjugado à peroxidase correspondente (H+L) (KPL, Gaithersburg, Maryland, 

USA). 

 

3.11. Análise estatística  

 Os resultados foram expressos como média±desvio padrão. A comparação direta entre 

as médias de dois grupos foi realizada utilizando-se test-t de Student com significância p≤0,05. A 

comparação entre grupos foi realizada por análise de variância (two-way ANOVA; p≤0,05). 
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4. RESULTADOS 
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4.1. Análise histológica 

 O exercício de corrida em esteira aumentou significativamente a área de fibrose nos 

músculos tibial anterior (0,90±0,61% nos mdx exer-sal vs. 0,37±0,37% nos mdx sed-sal) e 

bíceps braquial (3,80±2,47% nos mdx exer-sal vs. 1,41±0,74% nos mdx sed-sal; p≤0,05, 

ANOVA; Tabela 1). O exercício não induziu fibrose nos músculos diafragma (13,00±2,50% 

nos mdx exer-sal vs. 11,60±3,20% nos mdx sed-sal; p>0,05, ANOVA; Tabela 1) e cardíaco 

(1,40±0,50% nos mdx exer-sal vs. 2,20±0.30% nos mdx sed-sal; p>0,05, ANOVA). O 

exercício reduziu significativamente as áreas de regeneração e porcentagem de fibras com 

núcleo central nos músculos tibial anterior e bíceps braquial (Tabela 1). 

 A suramina reduziu significativamente a área de fibrose no músculo tibial anterior 

(0,31±0,23% nos mdx exer-sur), bíceps braquial (1,10±0,65% nos mdx exer-sur) e diafragma 

(7,60±3,15% nos mdx exer-sur) de mdx exercitados. Nos animais sedentários, a droga reduziu 

a fibrose somente no músculo diafragma (8,00±5,40% nos mdx sed-sur). No músculo cardíaco, 

a suramina não diminuiu a fibrose (1,83±0,30% nos mdx sed-sur e 1,80±0,30% nos mdx exer-

sur). Os músculo tibial anterior e bíceps braquial apresentaram redução significativa na 

porcentagem de fibras marcadas com azul de Evans e áreas de inflamação/regeneração e de 

regeneração quando tratados com suramina (Tabela 1). 

 A suramina aumentou a porcentagem de fibras com núcleo central no músculo tibial 

anterior e área de regeneração no diafragma (Tabela 1). 
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Figura 4: Morfologia das diferentes áreas encontradas em músculos de camundongos mdx sedentários 
tratados com salina (A-C, E, F) e sedentário tratado com suramina (D). Em A, músculo bíceps braquial 
com área de inflamação/regeneração (circundada) caracterizada por infiltrado inflamatório e a presença 
de fibras com núcleo central (seta) e de fibras com núcleo periférico (cabeça de seta). Em B, músculo 
bíceps braquial com miócitos basófilos em processo de regeneração, o que caracteriza área de 
regeneração muscular (circundada). Em C e D, músculo diafragma com  área de fibrose corada em 
verde pela técnica de tricromo de Masson. Em E, diafragma com fibras musculares positivas ao AE (*) 
e em F, músculo cardíaco com reduzida fibrose. Aumento: 20X (A-E), 10X (F). 
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%infl/reg 

 

%reg 

 

%fibrose 

 

%NC 

 

%NP 

 

%AE 

mdx  sed-sal 
1,50±2,00 

 
0,30±0,40 

 
0,37±0,37 

 
74,30±5,05 

 
22,80±5,40 

 
3,00±4,52 

 
mdx sed-sur  

0,08±0,12 
* 

0 
* 

0,62±0,63 
 

89,55±4,50 
* 

9,90±5,30 
* 

0,46±1,00 
* 

mdx  exer-sal 
1,05±2,10 

* 
0 
* 

0,90±0,61 
* 

64,60±7,90 
* 

34,20±7,11 
* 

1,26±1,78 
 

 

TA 

mdx  exer-sur  
0,50±1,10 

 
0,30±0,66 

 
0,31±0,23 

** 
91,90±1,34 

** 
8,12±1,34 

** 
0 

** 
mdx  sed-sal 

1,03±1,10 
 

1,20±1,31 
 

1,41±0,74 
 

85,50±5,25 
 

14,02±5,22 
 

0,50±0,44 
 

mdx sed-sur  
0,25±0,24 

* 
0,21±0,26 

* 
1,87±1,60 

 
86,23±3,50 

 
13,24±3,91 

 
0,10±0,12 

* 
mdx  exer-sal 

1,31±1,67 
 

0,18±0,36 
* 

3,80±2,47 
* 

78,91±5,60 
* 

19,83±4,60 
* 

1,25±1,81 
 

 

BB 

mdx  exer-sur  
0,50±0,20 

** † 
0,04±0,10 

† 
1,10±0,65 

** 
84,50±1,60 

 
16,42±2,13 

** 
0,02±0,06 

** 
mdx  sed-sal 

3,37±1,00 
 

0,60±0,57 
 

11,60±3,20 
 

78,53±3,15 
 

21,30±3,10 
 

0,19±0,06 
 

mdx sed-sur  
5,61±1,77 

 
1,02±0,30 

 
8,00±5,40 

* 
84,07±4,04 

 
15,60±4,14 

 
0,35±0,22 

 
mdx  exer-sal 

3,00±1,50 
 

0,22±0,08 
 

13,00±2,50 
 

81,20±4,90 
 

17,90±3,84 
 

0,95±1,39 
 

 

DIA 

mdx  exer-sur  
5,34±2,73 

 
0,85±0,13 

** 
7,60±3,15 

** 
83,13±0,60 

 
16,50±0,88 

 
0,40±0,41 

 

 
Tabela 1: Média e desvio padrão da porcentagem da área de inflamação/regeneração (%infl/reg), da área de 

regeneração (%reg), da área de fibrose (%fib), de fibras com núcleo central (%NC), de fibras com núcleo 

periférico (%NP) e de fibras marcadas com azul de Evans (%AE), do músculo tibial anterior (TA), bíceps 

braquial (BB) e diafragma (DIA).  

(*) diferença significante quando comparado ao mdx sed-sal (p≤0,05, ANOVA). 

(**) diferença significante quando comparado ao mdx exer-sal (p≤0,05, ANOVA). 

(†) diferença significante quando comparado ao mdx sed-sur; (p≤0,05, ANOVA). 

 

 

 

 

 



 28 

4.2. Quantificação da enzima creatina-quinase no plasma sanguíneo 

Os camundongos distróficos apresentaram maiores níveis plasmáticos da enzima 

creatina-quinase quando comparado aos camundongos normais. O exercício em esteira 

aumentou a CK nos mdx exercitados e a suramina reduziu significativamente esses níveis 

(Tabela 2). 

 

 

Linhagem Grupo experimental Níveis plasmáticos da CK 
(U/L) 

C57BL/10 sed-sal 95±70 

sed-sal 805±374* 

sed-sur 380±127 

exer-sal 1540±556** 
mdx 

exer-sur 474±300*** 

 

Tabela 2: Níveis plasmáticos da enzima creatina-quinase (U/L) dos camundongos mdx e C57BL/10.  

(*) diferença significante quando comparado ao C57BL/10 (p≤0,05; test-t de Student) 

(**) diferença significante quando comparado ao mdx sed-sal (p≤0,05; ANOVA). 

(***) diferença significante quando comparado ao mdx exer-sal (p≤0,05; ANOVA). 
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4.3. Massa corporal e medida da força de tração dos membros anteriores 

 Verificamos que o protocolo experimental de corrida em esteira não diminuiu a massa 

corporal final dos animais, porém reduziu a força de tração final dos animais. O tratamento 

com suramina apesar de reduzir a massa corporal dos animais, mostrou-se efetivo para impedir 

a diminuição de força nos animais tratados e exercitados (Tabela 3).  

 

 Massa (g) Força (g) Força/Massa (g/g) 

 Inicío Final Início Final Início Final 

C57BL/10 30,00±2,70 30,00±2,10 33,20 ±5,40 29,40±3,50 1,10±0,10 1,00±0,10 

mdx sed-sal  35,10±4,50 35,20±4,10 30,40±1,60 29,40±2,50 0,90±0,10 0,80±0,10 

mdx sed-sur 34,40±4,20 33,70±3,60 32,70±5,40 30,00±1,50 0,90±0,10 0,90±0,70 

mdx exer-sal  30,20±3,00 30,00±5,00 30,80±1,30 24,80±1,00* 1,00±0,10 0,90±0,10* 

mdx exer-sur  32,70±2,60 26,70±3,00* 30,60±0,50 30,40±3,20** 0,90±0,10 1,10±0,20** 

 

Tabela 3: Massa (g) e força (g/g massa corporal) de camundongos mdx e C57BL/10 no início e final do 

protocolo experimental  

 (*) diferença significante quando comparado aos valores iniciais (p≤0,05; test-t de Student). 

 (**) diferença significante quando comparado ao mdx exer-sal (p≤0,05; ANOVA). 

 
 
 
 
 
4.4. Estudo in vitro da força de contração do diafragma 
 
 Verificamos que a partir de 50 minutos de estimulação, a força contrátil do hemi-

diafragma de camundongos distróficos reduziu significativamente (40% no mdx sed-sal vs 

20% no C57BL/10). Os animais tratados com suramina apresentaram perda de força contrátil, 

no entanto sem diferença significativa em relação aos animais normais (Gráfico 1; Figura 5). 
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Gráfico 1: Força contrátil do hemi-diafragma esquerdo de camundongos C57BL/10, mdx sedentário 

tratado com salina (mdx sed-sal) e mdx sedentário tratado com suramina (mdx sed-sur) durante 120 

minutos de estimulação direta.  

(*) diferença significante quando comparado aos camundongos C57BL/10 (p≤0,05; ANOVA) 

 

 

 
 

Figura 5: Registro miográfico do hemi-diafragma esquerdo de animais C57BL/10, mdx sedentário 

tratado com salina (mdx sed-sal) e mdx sedentário tratado com suramina (mdx sed-sur) durante 120 

minutos de estimulação direta.  
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4.5. Western blot 

 Todos os músculos distróficos do grupo sedentário tratado com salina (mdx sed-sal) 

apresentaram quantidade aumentada da citocina TGF-β1 quando comparados aos animais 

C57BL/10. O exercício físico aumentou significativamente os níveis dessa citocina no 

músculo bíceps braquial e coração de mdx (Figura 6).  

O tratamento com suramina aumentou os níveis de TGF-β1 no músculo tibial anterior e 

coração de mdx exercitados.  
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Figura 6: Western blot dos músculos diafragma, bíceps braquial, tibial anterior e coração de animais 
C57BL/10, mdx sedentário e tratado com salina (mdx sed-sal), mdx sedentário e tratado com suramina 
(mdx sed-sur), mdx exercitados e tratados com salina (mdx exer-sal) e mdx exercitados e tratados com 
suramina (mdx exer-sur). Os gráficos representam os níveis de TGF-β1 expressos em unidade arbitrária 
e normalizados com GAPDH. 
 (*) diferença significante quando comparado ao C57BL/10 (p≤0,05; test-t de Student) 
(**) diferença significante quando comparado ao mdx sed-sal (p≤0,05; ANOVA). 
(***) diferença significante quando comparado ao mdx exer-sal (p≤0,05; ANOVA). 
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5. DISCUSSÃO 
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5.1. Efeito do exercício no músculo distrófico 

 O camundongo mdx é o animal mais utilizado como modelo da DMD (Willmann et al., 

2009), porém difere-se de humanos afetados por apresentar ciclos de regeneração muscular e 

reduzida fibrose (Bulfield et al., 1984; Iannaccone et al., 1995; Pastoret & Sebille, 1995a; 

Pastoret & Sebille, 1995b).  

 O exercício voluntário em roda de corrida ou a corrida em esteira aumenta a 

degeneração muscular dos membros anteriores e posteriores do mdx (Brussee et al., 1997; 

Vilquin et al., 1998; De Luca et al., 2003; Nakamura et al., 2005; Okano et al., 2005; Hodgetts 

et al., 2006) e torna-o modelo mais próximo a DMD. Visto que a fibrose muscular é 

decorrente do reparo de lesões musculares significativas (Grounds, 1991), um dos objetivos do 

presente trabalho foi desenvolver protocolo experimental para promover fibrose nos 

camundongos mdx através de exercício de corrida em esteira. Escolhemos a idade de seis 

meses por ser uma fase em que são observados poucos ciclos de degeneração e regeneração 

muscular quando comparada aos animais com dois meses de idade (Pastoret & Sebille, 1995b) 

e progressiva deposição de colágeno no tecido muscular (Roig et al., 2004). 

Neste trabalho utilizamos o exercício de corrida em esteira com inclinação em descida 

para induzir contrações excêntricas e consequentemente degeneração e fibrose muscular. 

Estudos verificaram que micro-lesões musculares crônicas induzidas por contrações 

excêntricas causam maior enfraquecimento e degeneração nos músculos normais (McNeil & 

Khakee, 1992) e distróficos (Vilquin et al., 1998; Grounds et al., 2008) quando comparadas às 

contrações concêntricas realizadas em exercício de corrida em esteira sem inclinação ou em 

subida (Grounds et al., 2008). Adicionalmente, foi sugerido que a fibrose observada no 

diafragma do mdx é conseqüência da constante ativação e contração deste músculo durante a 
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vida do animal (Carter et al., 2002), especialmente na primeira metade da expiração, quando 

ocorre a contração excêntrica (Gillis, 1996).  

Verificamos que camundongos mdx submetidos à corrida em esteira durante sete 

semanas apresentaram aumento da área de fibrose nos músculos da pata, aumento dos níveis 

da enzima creatina-quinase no plasma sanguíneo e redução significativa da força de tração dos 

membros anteriores quando comparados aos mdx sedentários, o que está de acordo com  

estudos anteriores em que indivíduos e animais normais submetidos ao exercício diário e de 

alta intensidade, apresentaram comprometimento da força e lesão muscular (Carter et al., 

2002; Lahaye et al. 2010).  

A fibrose muscular é o tecido fibroso resultado da degeneração muscular e resposta 

inflamatória (Grounds, 1991; Serrano & Muñoz-Cánoves, 2010). Durante o processo de 

regeneração muscular ocorre a liberação de vários mediadores químicos da inflamação, dentre 

eles o fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-β1), responsável pela formação de 

fibrose (Budasz-Swiderska et al., 2005). Nos indivíduos com DMD e camundongos distróficos 

o TGF-β1 é a principal citocina envolvida na fibrose muscular (Bernasconi et al., 1995; 

Gosselin et al., 2004). Neste trabalho verificamos que camundongos mdx sedentários 

apresentam elevados níveis de TGF-β1 quando comparados aos camundongos normais. 

O exercício de corrida em esteira aumentou a fibrose e os níveis do TGF-β1 apenas no 

músculo bíceps braquial. No músculo tibial anterior e no coração a fibrose não estava 

correlacionada com o aumento dos níveis de TGF-β1. Estes resultados sugerem que os 

músculos distróficos respondem diferentemente à sinalização do TGF-β1 e ao exercício físico. 

Provavelmente as diferenças intrínsecas no metabolismo de colágeno de cada músculo 

(Gosselin et al., 2007), bem como a ativação dos receptores de TGF-β1 (Chen et al., 2005) e o 
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recrutamento de cada um deles em um regime de exercício específico (Grounds et al., 2008) 

estejam envolvidos nestas diferentes respostas. Nos mdx sedentários, apesar de os níveis de 

TGF-β1 serem semelhantes entre os músculos estudados, verificamos que os músculos da pata 

apresentaram reduzida fibrose muscular quando comparados ao diafragma.  

Outro efeito observado nos músculos tibial anterior e bíceps braquial de animais 

exercitados foi diminuição das áreas de regeneração e do número de fibras com núcleo central. 

Estudos verificaram que camundongos distróficos submetidos ao exercício excêntrico ou 

concêntrico em alta intensidade em esteira apresentam aumento dos níveis plasmáticos da 

enzima creatina-quinase (Vilquin et al., 1998), diminuição da expressão do fator de 

crescimento homólogo à insulina tipo-1 (insulin-like growth factor-1, IGF1) e da MyoD 

(Okano et al., 2005) e significativa fraqueza muscular (De Luca et al., 2003), quando 

comparados aos camundongos distróficos sedentários. Adicionalmente, estudos in vitro 

verificaram que o TGF-β1 inibe a proliferação e diferenciação de mioblastos (Massagué et al., 

1986; Allen & Boxhorn, 1987) e a expressão do gene da miogenina, fator miogênico 

importante para diferenciação de mioblastos (Heino & Massagué, 1990).  

Assim, concluímos que o protocolo de exercício de corrida em esteira foi efetivo para 

induzir a fibrose muscular no camundongo mdx e torná-lo modelo mais próximo da DMD. 

 

5.2. Efeito da suramina no músculo distrófico 

Utilizada desde 1920 para tratamento de indivíduos contaminados com Trypanosoma 

rhodesiense e Trypanosoma gambiense, a suramina foi utilizada mais recentemente como 

agente anti-tumoral (Voogd et al., 1993; McGeary et al., 2008), uma vez que sua ligação com 

receptores de vários fatores de crescimento tais como fator de crescimento epidermal 
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(epidermal growth factor, EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived 

growth factor, PDGF), fator de crescimento fibroblástico (fibroblast growth factor, FGF), 

fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF) e fator de 

crescimento transformador beta-1 (TGF-β1), impediu a metástase de câncer de pulmão, de 

mama, câncer prostático, colorretal e gliomas (McGeary et al., 2008).  

Neste trabalho utilizamos a suramina como agente anti-fibrótico potencialmente útil 

para terapia farmacológica da DMD. Apesar da diminuição de massa corporal dos 

camundongos distróficos exercitados e tratados com suramina, verificamos que o tratamento 

com a droga durante sete semanas foi bem tolerado pelos animais e efetivo no bloqueio da 

fibrogênese. 

Observamos que a suramina diminuiu significativamente a fibrose nos músculos tibial 

anterior, bíceps braquial e diafragma de animais mdx embora não houvesse diminuição dos 

níveis de TGF-β1 nos músculos estudados. No músculo tibial anterior e coração houve 

aumento dos níveis da citocina após tratamento. Estes resultados sugerem que possivelmente a 

ação anti-fibrótica da suramina é devida ao bloqueio dos receptores para o TGF-β1 e 

consequentemente da sinalização intracelular para a síntese de colágeno.  

A ação do TGF-β1 na regulação da fibrose depende de sua ligação com os receptores 

serina/treonina quinase tipo I e tipo II localizados na membrana plasmática. Esta ligação 

permite a fosforilação do receptor tipo I pelo receptor tipo II. O receptor tipo I ativado propaga 

o sinal através da fosforilação de proteínas R-Smad (receptor-regulated Smad). As proteínas 

R-Smad ativadas formam complexos com Smad4 que interagem com fatores de transcrição no 

núcleo da célula (Dijke & Hill, 2004). 
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O aumento do número de fibras com núcleo central no músculo tibial anterior e da área 

de regeneração no músculo diafragma nos mdx tratados com suramina sugerem que a droga 

aumentou a regeneração muscular. A regeneração muscular pela suramina provavelmente foi 

estimulada pela inibição da miostatina, proteína com efeitos inibitórios no crescimento e 

diferenciação do tecido muscular (Lee & McPherron, 2001). Estudo in vitro verificou que a 

suramina neutralizou os efeitos da miostatina aumentando a diferenciação e o índice de fusão 

das células miogênicas normais C2C12 (Nozaki et al., 2008).  

O aumento da regeneração muscular e a diminuição da fibrose podem ser observados 

na melhora funcional dos músculos estudados. Observamos que camundongos exercitados 

tratados com a suramina não apresentaram perda da força de tração das patas anteriores 

quando comparados aos animais exercitados e tratados com solução salina. Adicionalmente, o 

músculo diafragma de animais tratados com suramina apresentou menor redução da força 

contrátil, in vitro, durante estimulação submáxima direta e significativa diminuição da fibrose 

muscular. Estudos anteriores verificaram que a suramina aumentou a força contrátil in vitro do 

músculo gastrocnêmio normal submetidos à laceração (Chan et al., 2003; Chan et al., 2005). 

A diminuição de fibras musculares marcadas com azul de Evans e redução dos níveis 

plasmáticos da enzima creatina-quinase nos camundongos distróficos tratados com suramina 

sugerem possível efeito protetor da droga contra a degeneração muscular. Estudos utilizando 

miotubos de hamster BIO14.6 e de camundongos mdx verificaram efeitos positivos nos níveis 

da CK e força (Iwata et al., 2007) provavelmente devido à sua ação antagonista aos receptores 

purinérgicos (Leff et al., 1990), que estão envolvidos na mionecrose (Iwata et al., 2007). 

Tendo em vista a ação anti-fibrótica da suramina juntamente com seus efeitos na 

regeneração e degeneração muscular, concluímos que a suramina pode ser potencialmente útil 

para o tratamento da DMD. A fibrose muscular é uma das principais características 
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morfológicas encontradas no músculo distrófico e impede o sucesso de terapias celulares, ao 

dificultar a migração de células indiferenciadas e, ao diminuir a quantidade de fibras 

musculares viáveis para expressão de distrofina comprometendo as terapias genéticas.
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6. CONCLUSÃO 
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 Concluímos que a fibrose muscular, principal característica morfológica encontrada em 

indivíduos acometidos pela DMD, pode ser induzida nos músculos da pata de camundongo 

mdx através do exercício físico. O exercício de corrida em esteira em alta intensidade durante 

sete semanas foi efetivo para tornar o mdx modelo mais próximo da DMD. 

Adicionalmente, sugerimos o envolvimento do TGF-β1 na progressão da distrofia nos 

camundongos mdx. Tratamento com suramina, droga bloqueadora de receptores de TGF-β1, 

reduziu fibrose muscular e promoveu melhora funcional em animais distróficos sedentários e 

exercitados. Os efeitos positivos da suramina nos músculos distróficos tornam-na droga 

potencialmente útil para as terapias farmacológicas da DMD.  
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Abstract 

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

dystrophin leads to extensive skeletal muscle necrosis and fibrosis. In the mdx, diaphragm is 

the most affected muscle, closely resembling human dystrophy. The aim of the present study 

was to verify whether suramin, an antagonist of TGF-β1 receptor, would affect the activity of 

metaloproteinase MMP-9 and MMP-2 in the diaphragm of mdx mice. In addition, we further 

analyzed whether suramin may improve diaphragm muscle force in vitro and protect against 

the loss of beta-dystroglycan, a component of the dystrophin-glycoprotein complex. We 

observed that suramin decreased MMP-9 activity, protected against diaphragm muscle force 

loss, increased b-dystroglycan levels and had no effect on MMP-2 activity. These findings 

suggest that suramin improves diaphragm dystrophinopathy possibly by down-regulating 

MMP-9 activity. It is also suggested that regulation of MMP-9, but not of MMP-2 activity, 

occurs, at least in part, through TGF-β1 receptor activation and this may be of relevance to the 

development of new therapeutic strategies for DMD. 
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Introduction 

 Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe muscle disease that leads to 

premature death, usually from respiratory and/or cardiac failure (Engel et al., 1994). It is 

caused by a lack of dystrophin, a cytoskeletal protein that links the cytoskeleton to the extra-

cellular matrix through the dystrophin-glycoprotein complex (DGC) (Ervasti et al., 1990; 

Ohlendieck et al., 1993). The mdx mouse model of DMD lacks dystrophin (Hoffman et al., 

1987), showing intense myonecrosis and fibrosis of diaphragm muscle (Stedman et al., 1991), 

which displays a similar phenotype to that observed in DMD (Engel et al., 1994). 

Fibrosis is an important aspect of the dystrophic muscle since it impairs muscle 

function and interferes with the success of cell and gene therapies for dystrophinopaties (Zhou 

and Lu, 2010). Progressive muscle fibrosis is a histological hallmark of DMD (Engel et al., 

1994) and of the mdx diaphragm (Stedman et al., 1991), and results from deregulated balance 

of synthesis and degradation of extracellular matrix (ECM) components (Zhou and Lu, 2010). 

A key mediator of fibrosis is transforming growth factor-β (TGF-β) (Bernasconi et al., 1995), 

which plays a pivotal role in the balance of ECM components (Roberts et al., 1990). 

Matrix metalloproteinases (MMPs) are important regulators of ECM components in 

skeletal muscles (Carmeli et al., 2004). Inhibition of MMP-9 in mdx reduces myonecrosis and 

fibrosis and improves limb skeletal muscle contractile function (Li et al., 2009). Furthermore, 

genetic ablation of MMP-9 in mdx mice increases β-dystroglycan (Li et al., 2009), a 

component of the DGC and a substrate of MMP-9 (Michaluk et al., 2007; Page-McCaw et al., 

2007). 

Previously, we demonstrated that suramin, an anti-fibrotic agent, decreased fibrosis in 

limb and diaphragm muscles of the mdx mice (Taniguti et al., 2010 in press). In the present, 

we hypothesized that suramin, by its action as a TGF-β blocker (Voogd et al., 1993; McGeary 
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et al., 2008), would affect the activity of MMP-9 and MMP-2 in the diaphragm of the 

dystrophin-deficient mdx mice. We found that suramin not only decreased MMP-9 activity 

and fibrosis, but also increased the levels of b-dys and improved diaphragm muscle force. 

 

Material and Methods 

Animals 

Male and female mdx mice (C57BL/10-Dmd
mdx/PasUnib; n=30; 6 months old) from a 

breeding colony maintained by our institutional animal care facility were used in all 

experiments. The mice were housed according to institutional guidelines and received food 

and water ad libitum. Some C57BL/10 mice (C57BL/10ScCr/PasUnib; n=15) were used for 

focused experiments. The animal experiments described here were conducted according to the 

guidelines of the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA; process 2179-1) 

and the guidelines set forth by our Institution. 

 

Drug administration 

Mdx mice (n=15) received intraperitoneal injections of suramin (60 mg/kg body 

weight; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) on alternate days for 7 weeks (Lossos et al., 

2000). Each animal was weighed daily so that the drug dose could be adjusted accurately. 

Control mdx mice (n=15) were injected with saline. 
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Zymography analysis 

 To determine MMP-2 and MMP-9 activity in diaphragm muscle of control (n=4) and 

mdx mice (n=8), muscles were homogenized in a solution of 50mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.2M 

NaCl, 0.1% Triton, 10mM CaCl2 and 1% protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, USA) for protein extraction. The zymography assays were performed on 

7.5% polyacrylamide eletrophoresis gels containing 0.1% gelatin and using 30 g of protein 

per sample. After eletrophoresis, the gels were washed with 2.5%Triton X-100 at room 

temperature and incubated overnight in a solution of 50mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.1M NaCl and 

0.03% sodium azide at 37ºC. To visualize gelatinolytic bands, gels were stained with 

Coomassie Brillant Blue dye at room temperature (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 

followed by extensive washing in destaining buffer (30% methanol and 10% acetic acid in 

distilled water). The gels were photographed and evaluated by band densitometry using 

ImageJ 1.38X software (National Institutes of Health, USA). Each sample was analyzed 

individually and the experiments were repeated three times. Four bands can easily be seen 

corresponding to 100-kDa (MMP-9), 66-kDa (pre-pro-MMP-2), 60-kDa (pro-MMP-2) and 55-

kDa (active-MMP-2) (Kherif et al., 1999; Leite et al., 2010). 

 

Western blot analysis 

β-dystroglycan was quantified by western blot in control C57BL/10 (n=6), mdx saline-

treated (n=6) and suramin-treated (n=6) mice. 

 Muscles were lysed in assay lysis buffer containing freshly added protease and 

phosphatase inhibitors (1% Triton, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 µg/ml 

aprotinin, 1 mM PMSF, and 0.25 mM Na3VO4). The samples were centrifuged for 20 min at 
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12,581 g, and the soluble fraction was resuspended in 50 µl Laemmli loading buffer (2% SDS, 

20% glycerol, 0.04 mg/ml bromophenol blue, 0.12 M Tris-HCl, pH 6.8, and 0.28 M ß-

mercaptoethanol). An amount of 30 µg of total protein homogenate from C57BL/10, treated, 

and untreated diaphragm muscle was loaded onto 8%-15% SDS-polyacrylamide gels. Proteins 

were transferred from the gels to a nitrocellulose membrane using a submersion electrotransfer 

apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA). Membranes were blocked for 2 

h at room temperature with 5% skim milk/Tris-HCl buffered saline-Tween buffer (TBST; 10 

mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, and 0.05% Tween 20). The membranes were incubated 

with the primary antibodies overnight at 4°C, washed in TBST, incubated with the peroxidase-

conjugated secondary antibodies for 2 h at room temperature, and developed using the 

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

Illinois, USA). To control for protein loading, Western blot transfer and nonspecific changes 

in protein levels, the blots were stripped and re-probed for glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH). Band intensities were quantified using the ImageJ 1.38X software 

(National Institutes of Health, USA). 

The following primary antibodies were used for Western blotting: 1) β-dystroglycan 

(mouse monoclonal NCL-b-DG; Novocastra Laboratories; United Kingdom) and 2) GAPDH 

(rabbit polyclonal; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA). The 

corresponding secondary antibody used for western blot was peroxidase-labeled affinity-

purified mouse or rabbit IgG antibody (H+L) (KPL, Gaithersburg, Maryland, USA). 
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Diaphragm muscle force analysis: In vitro phrenic nerve-diaphragm preparation 

  Mice were anesthetized and whole diaphragms along with the phrenic nerves were 

removed. Left hemidiaphragm was mounted essentially as described for rats (Bülbring, 1946). 

The preparation was suspended under a constant tension of 5 g in a 5 mL organ bath 

containing aerated (95%O2–5%CO2) Tyrode solution (pH 7.4, 37 °C) of the following 

composition: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.49 mM MgCl2, 0.42 mM 

NaH2PO4, 11.9 mM NaHCO3 and 11.1mM glucose). Supramaximal pulses (0.1 Hz, 0.2 ms) 

delivered by a Grass S4 electronic stimulator (Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA) were 

applied through electrodes placed around the motor nerve. For indirect electrical stimulation, 

the preparations were incubated with d-tubocurarine (14.7 µM). Isometric muscle twitch-

tension was recorded with a force–displacement transducer Load Cell BG 50 g (Kulite 

Semiconductor Products Inc., Leonia, NJ, USA) coupled to a physiograph (Gould RS 3400, 

Cleveland, OH, USA). The preparations were allowed to stabilize for at least 30 min. 

 

Histopathological analysis of diaphragm strips 

  We aimed to correlate muscle force with fibrosis in the same hemidiaphragm strip. 

Therefore, after the functional analysis of hemidiaphragm strip preparation, the strips were 

taken out of the bath, weight and freeze in liquid nitrogen for cryostat sectioning. Muscle 

fibrosis was identified by staining with Masson’s trichrome in cryostat cross-sections of the 

diaphragm strip. Slides were examined under a Nikon Eclipse E 400 microscope connected to 

a personal computer and a video camera (Nikon Express Series, Shinagawa, Tokyo, Japan). 

Non-overlapping images of the entire muscle cross-section were taken and tiled together using 

the ImagePro-Express software. The total area of each cross-section and the fibrosis area 
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within each cross-section were measured with the ImagePro-Express software. All 

measurements were made by a blinded observer. 

 

Statistical analysis 

All data are expressed as means ± standard deviation (SD). Statistical analysis for 

direct comparison between means of two groups was performed by the Student t-test. ANOVA 

was used for multiple statistical comparisons between groups. 
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Results 

Zymography revealed that MMP-9, pro-pre-MMP-2, pre-MMP-2 and active-MMP-2 

activity were significantly increased in mdx mice compared with C57BL/10 (Figure 1). 

Suramin decreased MMP-9 activity but did not affect MMP-2 activity in mdx mice (Figure 1). 

The levels of b-DG were reduced in about 50% in mdx mice compared to C57BL/10. 

Suramin lead to a significant increase in β-dystroglycan (about 50% increase) in the mdx 

diaphragm compared to untreated mdx-mice, almost leading to normal control values (Figure 

2). 

Suramin treatment protected diaphragm muscle against force loss overtime (Figure 

3A). The protection against force loss was correlated with a significant decrease in the amount 

of fibrosis in the same strip (Figure 3B and 3C). 
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Figure 1 

 

Zymograms of metalloproteinase activity from diaphragm muscle of C57BL/10, saline-treated 

mdx (mdx sal) and suramin-treated mdx (mdx sur) mice. Graphics show the activity level of 

MMP-9, pre-pro-MMP-2, pro-MMP2 and active-MMP-2. *Significantly different from 

C57BL/10 (p<0.05, ANOVA). **Significantly different from saline-treated mdx mice 

(p<0.05, ANOVA).  
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Figure 2 

 

Western blot analysis of β-dystroglycan (b-DG) in crude extracts of diaphragm muscle from 

C57BL/10, saline-treated, suramin-treated mdx mice. Western blot of b-DG was reprobed for 

GAPDH as a loading control. Graphs represent the level of b-DG expressed in arbitrary units 

and normalized to GAPDH levels. *Significantly different from C57BL/10 (p<0.05, 

ANOVA). **Significantly different from saline-treated mdx mice (p<0.05, ANOVA).  
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Figure 3 

 

Effects of suramin on diaphragm force and fibrosis. (A) Diaphragm force of saline-treated 

C57BL/10, saline-treated mdx (sal mdx) and suramin-treated mdx (sur mdx) mice during 

direct eletrical stimulation. The twitch tension variation during time was determined as ratio 

between the intensity of the muscle twitch in each time and mass of diaphragm strip. Each 

point represents the mean±SD of 5 experiments. (B) Graphs represent values expressed as the 

percentage (mean ± SD; n=5 mice/group) of the fibrosis area of diaphragm muscle (C) 

Histological appearance of diaphragm of saline-treated and suramin-treated mdx mice. 

*p<0.05 compared to C57BL/10 mice; **p<0.05 compared to saline-treated mdx mice 

(ANOVA). 
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Discussion 

In the present study we observed that MMPs activity is significantly increased in the 

diaphragm of mdx mice in comparison to control mice, at 7 months of age. This finding is in 

agreement with previous studies in which MMPs activity was also increased in limb muscles 

of younger (8 weeks of age) mdx mice (Li et al., 2009). The concomitant increase in fibrosis 

and MMPs observed here in the mdx DIA further support the roles of these proteases in the 

process of dystrophic muscle degeneration and fibrosis, as already reported in dystrophic dog 

and limb skeletal muscles of younger mdx mice (Fukushima et al., 2007; Li et al., 2009). 

Previously, we showed that suramin is able to decrease fibrosis in DIA and in different 

skeletal muscles of the mdx mice (Taniguti et al., 2010). Here we demonstrated that suramin 

was effective to decrease only MMP-9 activity in the dystrophic DIA; MMP-2 activity was not 

influenced by suramin treatment. MMP-9 expression is associated to inflammatory response 

and to the activation of satellite cells and MMP-2 seems to participate mainly in the 

regenerative process (Kherif et al., 1999). MMP-9 and MMP-2 exhibit differential patterns of 

activity and are differently influenced by cytokines and growth factors (Le et al., 2007). The 

present observation that suramin decreased only MMP-9 activity suggests that TGF-b 

signaling is not involved in MMP-2 activity, but this remains to be confirmed. 

One possibility to explain the decreased activity of MMP-9 by suramin is that suramin, 

by blocking the binding of TGF-β1 to its receptor (Voogd et al., 1993; McGeary et al., 2008), 

would indirectly affect MMP9, given that MMP-9 expression seems to be induced by 

activation of TGF-b receptors, at least in astrocyte and tumoral cells (Hsieh et al., 2010; Tobar 

et al., 2010). MMP-9 is produced by inflammatory cells in the muscle (Stahle-Backdahl et al., 

1994). Considering that activation of purinergic receptors seems to be involved in MMP9 
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release from mononuclear cells (Gu et al., 2006), it would be possible that the blocking effects 

of suramin on purinergic receptors (Voogd et al., 1993) also affect MMP9 as observed here. 

Nevertheless, the present results suggest that the actions of TGF-b on the control of ECM 

synthesis in skeletal muscle (Javelaud and Mauviel, 2004) are at least in part through 

regulation of MMP-9 activity but not MMP-2. 

The presence of large amounts of MMP-9 has been associated with muscle 

degeneration in dystrophin-deficient mdx mice (Li et al 2009) due to its ability to cleave 

components of the DGP, such as β-dystroglycan (Yamada et al 2001; Li et al, 2009). B-

dystroglycan is an important link of the sarcolemma to the ECM (Yamada et al., 2001; 

Fukushima et al., 2007), and this molecule is decreased in the mdx mice (Ervasti et al., 1990; 

Matsumura et al., 1993). In the present, we observed that suramin increased the levels of β-

dystroglycan, possibly due to the lower levels of activity of MMP-9. This could contribute to 

attenuate myonecrosis and, as a consequence, fibrosis in diaphragm, which is in agreement 

with the in vitro functional findings indicating a marked increase in DIA contractile force 

when compared to saline-treated mdx mice. 

In conclusion, the present study demonstrated that suramin decreased MMP-9 activity, 

but not MMP-2, concomitantly to fibrosis, in the most affected diaphragm muscle of mdx 

mice. In addition, suramin protected DIA against loss of muscle force and increased the levels 

of b-dystroglycan, further protecting dystrophic muscle against necrosis. Overall, the present 

findings suggests that, in mdx DIA, MMP-9 regulation, but not MMP-2, occurs, at least in 

part, via TGF-β1 receptor activation and this may be of relevance to development of new 

therapeutic strategies. 
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