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“Quando algo ¢ importante o suficiente, vocé
realiza, mesmo que as chances ndo estejam a seu
favor.”

FElon Musk
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RESUMO

O influxo de calcio € um dos principais mecanismos envolvidos na degenera¢ao muscular
na distrofia muscular de Duchenne (DMD). O excesso de célcio no citoplasma das células
musculares distroficas acumula-se nas mitocondrias. Esse processo intensifica a produgdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), desencadeando estresse oxidativo e inflamagao.
Em camundongos mdx, a genisteina demonstrou efeitos antioxidantes e beneficios
superiores quando administrada como parte do Ex-EtOH 70%, em comparacdo a
genisteina isolada. Este estudo investiga o efeito antioxidante do extrato fracionado de
soja contendo 2 mg/kg de genisteina no musculo distréfico de camundongos mdx. Foram
realizadas as seguintes técnicas: analise da toxicidade do extrato fracionado da soja (AST
e ALT); andlise de CK; analise histopatoldgica de figado e rins; avaliagdo de forga antes,
durante e ap0ds os tratamentos; quantificagdo dos granulos de lipofuscina dos musculos e
analise da area de DHE dos musculos BB, DIA, TA ¢ EDL; niveis de CAT, SOD2, NF-
kB e 4-HNE dos musculos BB e DIA; dosagem de GSH do musculo BB, DIA, TA ¢ EDL;
analise de area de inflamagdo e macrofago dos musculos BB, DIA, TA e EDL;
quantificac¢do de fibras positivas ao IgG e quantificagdo de fibras com nucleo central dos
musculos BB, DIA, TA ¢ EDL. O Ex-EtOH 70% rico em isoflavonas nao teve efeito
toxico em camundongos mdx e atenuou o dano muscular (aumentou a for¢a muscular e
reduziu os niveis de IgG-positivo (21%-BB; 65,7%-DIA; 50,6%-TA e 37%-EDL) e CK
(92,5%)), o processo inflamatorio (reduziu NF-kB (58,2%-BB; 46,9%-DIA)), area
inflamatoria (7,9%-BB; 44,6%-DIA e 8,3%-TA) e de macréfagos (21,3%-BB e 89,2%-
DIA)) e o estresse oxidativo ((reduziu a producdao de EROS (19,1%-BB e 62,4%-DIA),
4-HNE (18,1%-BB), lipofuscina (67,7%-BB; 46,9%-DIA; 60,8%-TA e 33,2%-EDL) ¢
aumentou os niveis de catalase e GSH (37,2% e 58,5%-BB)); e modulou a regeneragio
(aumento de nucleos centralizados (11,4%-BB; 120,1%-DIA; 11%-TA ¢ 25,7%-EDL). O
Ex-EtOH 70% rico em isoflavonas demonstrou ser seguro e benéfico no modelo de

camundongo mdx, promovendo melhora na fun¢ao muscular e redu¢ao da miopatia.

Palavras Chaves: estresse oxidativo; fitoestrogeno; isoflavonas de soja; distrofia

muscular de Duchenne; camundongos mdx.



ABSTRACT

Calcium influx is one of the main mechanisms involved in muscle degeneration in
Duchenne muscular dystrophy (DMD). Excess calcium in the cytoplasm of dystrophic
muscle cells accumulates in the mitochondria, This process intensifies the production of
reactive oxygen species (ROS), triggering oxidative stress and inflammation. In mdx
mice, genistein demonstrated superior antioxidant effects and benefits when administered
as part of soy extract, compared to genistein alone. This study investigates the antioxidant
effect of fractionated soy extract containing 2 mg/kg genistein on dystrophic muscle of
mdx mice. The following techniques were performed: analysis of the toxicity of
fractionated soy extract (AST and ALT); CK analysis; histopathological analysis of liver
and kidneys; strength assessment before, during and after treatments; quantification of
lipofuscin granules in muscles and analysis of the DHE area of the BB, DIA, TA and
EDL muscles; levels of CAT, SOD2, NF-kB and 4-HNE in the BB and DIA muscles;
GSH dosage in the BB, DIA, TA and EDL muscles; analysis of the inflammation and
macrophage area of the BB, DIA, TA and EDL muscles; quantification of IgG-positive
fibers and quantification of fibers with a central nucleus in the BB, DIA, TA and EDL
muscles. Isoflavone-rich soybean extract had no toxic effect in mdx mice and attenuated
muscle damage (increased muscle strength and reduced IgG-positive (21%-BB; 65.7%-
DIA; 50.6%-TA and 37%-EDL) and CK (92.5%) levels), the inflammatory process
(reduced NF-xB (58.2%-BB; 46.9%-DIA)), inflammatory area (7.9%-BB; 44.6%-DIA
and 8.3%-TA) and macrophages (21.3%-BB and 89.2%-DIA)) and oxidative stress
((reduced the production of ROS (19.1%-BB and 62.4%-DIA), 4-HNE (18.1%-BB),
lipofuscin (67.7%-BB; 46.9%-DIA; 60.8%-TA and 33.2%-EDL) and increased catalase
and GSH levels (37.2% and 58.5%-BB)); and modulated regeneration (increased
centralized nuclei (11.4%-BB; 120.1%-DIA; 11%-TA and 25.7%-EDL)). Soy extract rich
in isoflavones proved to be safe and beneficial in the mdx mouse model, promoting

improved muscle function and reducing myopathy.

Keywords: oxidative stress; phytoestrogen; soy isoflavones; Duchenne muscular

dystrophy; mdx mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doenga genética progressiva
que provoca a degeneracdo da musculatura esquelética, afetando predominantemente
individuos do sexo masculino (Bonfante et al., 2024; Caromano, 1999). Por ser ligado ao
cromossomo X, ¢ mais frequentemente manifestada no sexo masculino, afetando
aproximadamente 1 em cada 3500-6000 nascidos vivos (Mendell, Shilling et al., 2012).
Essa condi¢do resulta de mutagdes no gene DMD, localizado no cromossomo X, que
comprometem a producdo de distrofina, uma proteina essencial para a integridade
muscular (Campos et al., 2024).

A doenga ¢ caracterizada por fraqueza muscular progressiva iniciada na primeira

infancia, com dificuldade para ficar de pé por volta dos 2 a 3 anos de idade, dependéncia
de cadeira de rodas por volta dos 10 a 12 anos de idade, necessidade de ventilagao
assistida no final da segunda década de vida e morte por insuficiéncia cardiorrespiratdria
entre 20 e 40 anos de idade (Duan et al, 2021; Figura 1).
A causas genéticas da DMD estdo relacionadas a mutagdes no brago curto do cromossomo
X (16cus Xp21), que afetam a expressao da distrofina, proteina que desempenha funcao
estrutural no sarcolema das fibras musculares, garantindo estabilidade as fibras
musculares para suportar as tensdes mecanicas geradas durante os ciclos de contracdo e
relaxamento muscular (Biggar et al., 2022; Bogdanovich et al., 2004).

Na DMD, a auséncia da distrofina causa o colapso funcional entre as proteinas do
citoesqueleto e a matriz extracelular. Isso resulta em instabilidade do sarcolema durante
as contragdes musculares, levando a desequilibrios na homeostase intracelular de calcio,
hiper contracdo miofibrilar, ativagdo de proteases endogenas e, por fim, necrose das fibras

musculares (Bogdanovich et al., 2004; Bonfant et al., 2024; Figura 2).



Figura 1 - Evolugao da Distrofia Muscular de Duchenne.
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Fonte: Adaptado de Movimento Duchenne, 2021.
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Figura 2 - Papel da Distrofina na Integridade do Sarcolema: Comparagao entre a Estrutura

Normal e a Deficiéncia na Distrofia Muscular
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Fonte: Adaptado de Lecturio, 2022.
Legenda: (a) Distrofina mantendo a ligagdo do complexo proteico associado a distrofina ao

citoesqueleto da célula muscular; (b) instabilidade celular devido & auséncia da distrofina.
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1.2 HIPOTESE MECANICA E RELACAO COM O ESTRESSE OXIDATIVO.

Algumas hipoteses procuram explicar os mecanismos que levam a degeneracao
muscular nos musculos distréficos, dentre estas destaca-se a hipotese mecanica, a qual
sugere que os musculos se tornem susceptiveis a lesdo durante os ciclos de contracdo e
relaxamento, devido a deficiéncia de ligagcdo entre os meios intra e extracelular pela
auséncia da distrofina (Engel, Yamamoto et al. 1998). Em virtude desta fragilidade,
ocorrem areas de descontinuidade do sarcolema, permitindo a passagem de substancias
do meio intracelular para o meio extracelular, como a enzima creatina quinase (CK) e do
meio extracelular para o meio intracelular, como o célcio (Engel, Yamamoto et al. 1998).
O acumulo intracelular de calcio resulta na captagdo anormal deste pela mitocondria,
ocasionando aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Brookes,
Yoon et al. 2004). A forma reduzida do oxigénio molecular, o anion superoxido (O2+—)
¢ a primeira classe das EROs produzida, formado a partir da transferéncia incompleta de
elétrons do complexo I e III da cadeia transportadora de elétrons da mitocondria
(Trachootham ef al. 2008). Por ndo atravessar facilmente as membranas celulares,
normalmente permanece confinada na matriz mitocondrial (Evans, 2000). No entanto, o
O2+— pode sofrer dismutacdo espontdnea ou por a¢do enzimatica da Superdxido
dismutase (SOD), levando a formacao de peroxido de hidrogénio (H20.), que ao contrario
do O2+—, possui a capacidade de atravessar facilmente as membranas biologicas (Droge,
2002; Fridovich 1995). O H20: formado, ¢ também potencialmente perigoso, pois a partir
da oxidacdo de metais de transicdo que se encontram livremente disponiveis na célula,
como o ferro (Fe2+), pode produzir o radical hidroxila (OHe¢) (Reac¢ao de Fenton)
(Barreiros and David, 2006).

O OHse causa danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares
do nucleo e mitocondrial. No DNA, ele afeta tanto as bases nitrogenadas quanto a
desoxirribose. O ataque ao agtcar pode ser realizado por abstracao de um dos atomos de
hidrogénio e quase sempre leva a ruptura da cadeia de DNA e quando produzido perto de
uma membrana, os lipideos podem ser oxidados por ele e iniciar uma reagao em cadeia
com radicais livres, que danificam a membrana, gerando no final um peréxido lipidico
(LOOH). Um dos perigos da peroxidag¢ao lipidica além do dano & membrana ¢ a produgao
de subprodutos, tais como 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (Barreiros and David, 2006;
Forman, Zhang et al. 2009).
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A producdo de EROs como parte integrante do metabolismo humano ¢
normalmente controlada por um eficiente sistema antioxidante composto por enzimas
(Superoxido Dismutase, SOD; Catalase, CAT e Glutationa Peroxidase, GPx) e
substancias protetoras nao enzimadticas (inclui especialmente compostos de origem
dietética, dentre os quais se destacam as vitaminas, minerais ¢ compostos fenolicos).
Algumas dessas enzimas atuam reduzindo a velocidade de iniciagdo dos processos
radicalares, suprimindo a geracdo de radicais livres, ou eliminando-os (de Zwart,
Meerman et al., 1999). No entanto, em condigdes de exaustdo como observado na DMD,
¢ criado um estado de estresse oxidativo, levando a danos no sistema biologico
(Vasconcelos, 2007). Associado a este processo, a resposta inflamatéria, a qual € bastante
pronunciada na DMD, vem sendo considerada um mecanismo de ordem secundaria, que
contribui para a progressao da doenca (Hodgetts, Radley et al., 2006), dando lugar ao
estresse oxidativo, como um dos eventos iniciais ¢ desencadeadores da mionecrose
(Whitehead, Yeung et al., 2006; Figura 3). Estudos demostram aumento expressivo de
indicadores oxidativos antes mesmo dos 2 anos de idade em pacientes distroficos e das 4
semanas de idade em camundongos mdx (Nakae, Stoward et al., 2004).

As EROs em altas concentracdes ativam a enzima IKB-kinase (IKK), que induz a
ativacao do NF-«xB a partir fosforilagdo da sua proteina inibitoria (IKB-a) (Ghosh and
Hayden, 2008; Ogihara, Asano et al., 2004,). Desta forma, o NF-«kB se transloca para o
nucleo, ativando processos de transcricdo de diversos genes relacionados a inflamacao,
como citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a), moléculas de adesdo, matriz
metaloproteinase (MMPs), cicloxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel (i-
NOS) (Tak and Firestein, 2001). Evidéncias indicam também o envolvimento das
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) na patogénese da inflamacao;
particularmente no animal distréfico, observa-se uma up-regulacdo dessas proteinas
(Nakamura, Yoshida ef al., 2005). Embora as MAPKSs possam regular o proprio NF-xB
(Kyriakis and Avruch, 2001), estas proteinas, especificamente a p38, sdo ativadas
diretamente pela producdo das EROs (Jia, Wei ef al., 2007) regulando a produgdo de
citocinas (Lee, Prabhakar et al., 1994).
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Figura 3 - Representagdo esquematica da DMD.
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Fonte: Adaptado de Yao et al., 2021.

1.3 MODELO MURINO DA DMD: A LINHAGEM MDX

O estudo e compreensdo destes e demais eventos biolodgicos ocorridos na DMD
tiveram grande avango com o aparecimento de linhagem de camundongos mdx (X
chromosome-linked muscular dystrophy) (Bulfield, Siller et al., 1984). Estudos genéticos
demonstraram que nos camundongos mdx, o gene afetado ¢ homdlogo ao dos pacientes
com DMD, apresentando também auséncia de distrofina, tornando-o um valioso modelo
para estudos da DMD. O camundongo mdx ¢ o modelo animal preferido da DMD, devido
a larga disponibilidade e baixo custo de produgdo ¢ manutencao (Tanabe, Esaki ef al.,
1986). Embora o camundongo mdx apresente intenso infiltrado inflamatorio nas areas de
mionecrose, difere da distrofia humana por ndo apresentar fibrose intensa e depdsito de

tecido adiposo na maioria dos tecidos musculares esqueléticos, além do fato de os
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musculos do mdx regenerarem sucessivamente apos necrose, pelo menos durante a fase
adulta do animal (Cullen and Jaros, 1988). Estudos mostraram que no periodo entre 21 e
28 dias de vida pds-natal, observa-se extensa area de necrose no musculo tibial anterior
destes animais (Shavlakadze, White et al., 2004). A intensa necrose miofibrilar observada
neste periodo providencia um excelente modelo para o estudo de intervengdes
terapéuticas designadas para prevenir ou reduzir a necrose, uma vez que a redugdo da
miopatia € facilmente identificada (Radley and Grounds, 2006). Entre 35 ¢ 90 dias apds
0 nascimento, a necrose atinge seu apice, comprometendo um grande numero de fibras.
Neste periodo, encontram-se mais de 50% das fibras do musculo em regeneragdo, com
diametro varidvel e centronucleagdao. Com cerca de 120 dias de idade, praticamente todas

as fibras do musculo encontram-se regeneradas (Tanabe, Esaki ef al., 1986).

1.4 INFLUENCIA DO ESTROGENIO NO FENOTIPO DA DMD

Estudos com camundongos mdx machos e fémeas sugerem diferengas entre os
sexos, principalmente em relagao ao metabolismo energético, composi¢ao do tipo de fibra
e velocidade contratil (Grounds, Radley et al. 2008). Geralmente, os musculos de machos
tendem a ser mais rapidos e com maior poténcia que o das fémeas, enquanto que os
musculos das fémeas sdo mais resistentes a fadiga, recuperam-se mais rapidamente das
contragdes repetidas e apresentam menos danos mecanicos apds o exercicio (Glenmark,
Nilsson et al. 2004). Estas diferengas sdo em grande parte atribuidas aos niveis de
estrogeno presentes nas fémeas (Grounds, Radley et al. 2008). Estudos suportam esta
hipétese, demonstrando que hormdnios femininos, como o estrogeno, podem promover
regeneragao muscular em lesdes musculares esqueléticas tanto em camundongos normais
como em mdx (Tiidus 2001, Tiidus, Holden et al. 2001). Recentemente, foi demonstrado
atenuacdo de marcadores estruturais e bioquimicos no tecido muscular distréfico de
camundongos mdx fémeas em relagdo aos machos em resposta ao exercicio fisico
(Hermes, Kido et al. 2018).

Esta influéncia ocorre a partir da interacdo do hormoénio com seus receptores
especificos, alpha (ER-a) e beta (ER-f), que atuam como fatores de transcri¢do através
de uma sequéncia especifica do DNA denominada elemento responsivo ao estrogénio
(ERE) (Klinge 2001, Klinge, Jernigan et al., 2004). Estudos demonstraram a expressao

destes receptores no musculo estriado esquelético (Kalbe, Mau et al., 2007; Lemoine,
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Granier et al., 2003; Pfaffl, Lange et al., 2001;). O estrégeno, portanto, a partir da
interacdo com seus receptores, parece exercer acdo benéfica nas distrofinopatias.
Reforcando esta hipdtese, experimentos com caes distroficos ja demonstraram que as
fémeas apresentam uma distrofia mais branda em relagao aos machos (Valentine, Cooper

et al., 1988).

1.5 FITOESTROGENOS (FITOSERMS)

Os chamados Moduladores Seletivos dos Receptores de Estrogeno (Selective
Estrogen Receptor Modulators - SERM), possuem a capacidade de se ligar aos ERs e
ativar os ERE, localizados na regido promotora dos genes alvo de estrogénio, iniciando o
processo de transcricdo e sintese de RNAm (Diez-Perez, 2006). Dentre os tipos de
SERMs existentes, a administracdo de tamoxifeno em camundongos mdx demonstrou
efeito benéfico sobre o tecido muscular esquelético e cardiaco, melhorando as
propriedades contrateis do musculo esquelético, favorecendo a regeneracao, reduzindo a
CK sérica e a fibrose ventricular (Dorchies, Reutenauer-Patte ef al., 2013). Apesar destes
serem resultados promissores, explicagdes sobre a prevencdo da mionecrose € a
modulagdo das respostas inflamatorias sdo inconclusivos. Ainda, estudos demonstram
que o tamoxifeno pode agir com padrdo de resposta inverso na dependéncia do tecido
alvo, podendo atuar como agonista do estrogeno, estimulando a proliferacao celular,
como visto no endométrio de ratas (Katzenellenbogen, Choi et al., 2000), e no tecido
0sseo, produzindo efeitos positivos na osteoporose (Marttunen, Hietanen et al., 1999;
Singh, Martin-Hirsch et al., 2008), porém, em contrapartida, no tecido mamario ele age
como antagonista, ligando-se aos ER das células cancerigenas inibindo sua prolifera¢ao
(Sengupta and Jordan, 2008). A dominancia do tipo de padrdo de resposta, pode estar
associado as especificidades funcionais de cada ER. O ER-B desempenha funcdes
importantes na fisiologia de diversos tecidos, além de ser o receptor de estrogénio
geralmente mais expresso, enquanto que o ER-a domina em poucos tecidos especificos,
estando principalmente envolvido em eventos proliferativos (Bhat-Nakshatri, Wang et
al., 2008; Gustafsson, Puntschart ez al., 1999,). No tecido muscular esquelético, os ER-a
e ER-f} sdo co-expressos no nucleo da célula, mas também se encontram presentes nas

células endotelial dos capilares sanguineos (Wiik, Ekman et al., 2009). No camundongo
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mdx, ja foi demonstrado aumento da expressdo destes receptores em comparagdo aos
camundongos sadios (Feder, Rodrigues Barros Godoy et al., 2013).

Assim como os SERMs sintéticos, as isoflavonas, encontradas em grandes
quantidades em graos ou subprodutos da soja, sio compostos naturais da familia dos
flavonoides com propriedades de interacdo e modulagdo dos ERs, desempenhando agao
mimética ao estrdgeno, por esta razdo sdo denominadas de fitoestrogenos ou fitoSERMs
(Hernandez, Zhao et al., 2018; Reinli and Block, 1996; Tham, Gardner et al., 1998).

As isoflavonas sdo compostos fendlicos pertencentes a classe dos flavonoides
(Figura 4), encontrados principalmente em leguminosas, como a soja. Estruturalmente,
enquanto os flavonoides tradicionais possuem o anel B ligado a posi¢ado 2 do anel C, as
isoflavonas apresentam essa ligacdo na posi¢cdo 3, garantindo propriedades quimicas e
biologicas especificas (Harborne & Williams, 2000).

Ainda de acordo com estudos de Harborne & Williams (2000), as isoflavonas
agrupam um nucleo esquelético baseado no 2-fenilbenzopirano (ou flavano),
caracterizado por trés anéis:

a) Anel A (benzeno), derivado do 4acido shiquimico, comum em metabolitos
secundarios de plantas;

b) Anel B (fenil), ligado a posi¢@o 3 do anel C, diferenciando-se estruturalmente dos
flavonoides tradicionais;

c) Anel C (pirona), essencial para a reatividade quimica e interagdo biologica.

As principais isoflavonas incluem genisteina, daidzeina e gliciteina, que podem
ocorrer na forma livre (agliconas) ou conjugadas com glicosideos, sendo estas ultimas a
forma predominante na natureza. Sua conversao para agliconas no organismo ocorre por
hidrélise enzimatica no trato gastrointestinal, aumentando a biodisponibilidade e
facilitando a interagdo com receptores hormonais (Setchell ef al., 2002).

Dentre as propriedades bioativas, destacam-se os efeitos estrogénicos e
antioxidantes. As isoflavonas sdo op¢des como fitoestrogenos, devido a semelhanca
estrutural com o estradiol, o que permite interagir com os receptores de estrogénio a € f3.
Essa interagao pode exercer efeitos moduladores no metabolismo 6sseo, na regulacdo do
ciclo celular e na preven¢ao de doengas hormonais, incluindo cancer de mama e préstata
(Messina, 2010).

Além disso, estudos demonstram que as isoflavonas atuam como antioxidantes,

inibindo a peroxidacdo lipidica e diminuindo o estresse oxidativo celular, mecanismo
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crucial para a preven¢do de doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (Vitale ef al.,
2013). Sua capacidade de vias modulares de sinalizagdo celular, como MAPK e
PI3K/Akt, também tem sido explorada no contexto da oncologia e na busca por novas
estratégias terapéuticas contra o cancer (Guo et al., 2015).

O consumo regular de alimentos que contém isoflavonas de soja biologicamente
activas ¢ benéfico para a saude humana (Chen, 2021; Setchell, 2017). A genisteina e a
daidzeina, as formas agliconas das isoflavonas, estao entre as formas predominantes de
isoflavonas na soja (Nakai ef al., 2020). Na presenca de bactérias intestinais, a daidzeina
¢ transformada em S-equol [7-hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)-cromano] (Axelson et al., 1982;
Setchell et al., 2002), um metabolito com uma estrutura estrogénica nao esteroide e uma
afinidade de ligacao muito elevada ao ER-B (Setchell et al., 2005). Tanto a genisteina
como a daidzeina tém efeitos semelhantes na modulagao dos estrogénios (Setchell et al.,
2009; Setchell, 2017). As agliconas tém geralmente uma elevada atividade bioldgica; no
entanto, s30 menos abundantes na soja. Em contrapartida, as formas glicosiladas
(daidzina, genistina e glicitina) estdo presentes em grandes quantidades
(aproximadamente 95%) e sdo biodisponiveis apoOs sofrerem hidrolise intestinal e
conversdao em agliconas (Chen et al., 2020; Li et al., 2023; Nakai et al., 2020).

A modulagdo especifica do ER-B pode tornar as mitocOndrias resistentes ao
influxo de calcio, pela inibi¢ao da enzima ciclofilina D (CypD) e assim reduzir a produgao
de EROs e do estresse oxidativo (Burstein, Kim etz al., 2018; Millay, Sargent et al., 2008).
Em adicdo, estudos demonstram que as isoflavonas exibem uma atividade antioxidante
consideravel, que ¢ independente de suas propriedades estrogénicas (Choi, 2009;
Moosmann and Behl, 1999; Ruiz-Larrea, Mohan et al., 1997). O aumento da capacidade
de enzimas antioxidantes foi descrito na epiderme e intestino delgado de camundongos
apos administragdo de genisteina (Amigo-Benavent, Silvan et al, 2008). A
suplementagdo de isoflavonas aumentou a agdo antioxidante com atenuacao do estresse
oxidativo induzido pelo exercicio em ratos por meio do aumento da atividade das enzimas
antioxidantes (Yoon and Park, 2014).

Estudos preliminares mostram que a administracdo de 2mg/kg da isoflavona
genisteina em camundongos mdx melhora a fungdo muscular associado a atenuacdo da
ativacdo de fator nuclear kappa-B, MAPKs e ativacdo de TNF-a, bem como reduz a
apoptose (Messina, Bitto ef al., 2011, Messina, Bitto et al., 2015). O estudo de Kim et al.,

(2008) apresenta um caminho promissor ¢ de maior acessibilidade, uma vez que se
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verificou que a administracdo do extrato da soja, contendo quantidade equivalente de

genisteina, se mostrou mais potente do que a propria genisteina isolada na inibicdo da

proliferagdo do cancer de mama em camundongos fémeas da linhagem Balb/c (Kim,

Jeong et al., 2008).

Sendo assim, ¢ possivel que a administragdo Ex-EtOH 70% apresente efeito

positivo frente aos indicadores lesdo do musculo distrofico de camundongos mdx pela

atividade sinérgicas das isoflavonas totais.

Figura 4 - Classificagdo dos Compostos Fendlicos: Estrutura e Principais Subgrupos

a ¥
COMPOSTOS FENOLICOS
bn I
| [ I | [ | |
AGIDOS TANINOS LIGNANAS FLAVONOIDES ESTILBENOS CUMARINAS CURCUMINOIDES
FENOLICOS
Hidroxibenzoatos: Taninos condensados: Ecoisolariciresinol Resveratrol T— Curcuring
Acido galactico Polimeros de catequina Matairesinol Piceatanol Esculetina Demetoxicurcumina
Acido elagico Polimeros de epicalequina  Medioresinol Astrigina Bisdemetoxicurcumina
Hidroxicinamatos: Taninos hidrolisaveis:
Acido p-cumérico Elagitaninos
Acido cafeico Galotaninos
| | | | I ]
FLAVONAS ISOFLAVONAS FLAVONOIS FLAVAN-3-0IS FLAVONONAS ANTOCIANIDINAS
Apigenina Genisteina Quercetina (+) Catequina Naringenina Cianidina
Baicaleina Daidzeina Campferol (-) Epicatequina Hesperetina Delfinidina
Crisina Glicitina Miricetina Eriodictiol
Luteclina

Fonte: Adaptado de DO CARMO, et al., 2018.

Legenda: (a) Estrutura geral do flavano, mostrando a numeragao ¢ rotulagem dos anéis; (b) Classificagdo

dos compostos fenolicos.
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2 JUSTIFICATIVA

Por ser considerada a forma mais grave e comum dentre todas as distrofias
musculares, a DMD ¢ foco de diversos estudos que buscam encontrar potenciais terapias
para o seu tratamento. Apesar dos avangos cientificos nas areas de terapia genética e
celular, at¢ o momento, ainda ndo ha um tratamento efetivo para esta doenca.
Glicocorticoides sintéticos, como a prednisona, vem sendo vastamente investigados e
aceitos como tratamento para a DMD por apresentar significante melhora da condigao
danosa destes pacientes (Brooke, Fenichel et al.,, 1987, Fenichel, Florence et al., 1991,
Li, Cai et al.,, 2013). Porém, esses farmacos podem apresentar efeitos adversos como,
ganho de peso, desenvolvimento de catarata e glaucoma, retardo no desenvolvimento
0sseo e surgimento de osteoporose, decorrente da perda de osso trabecular, e alteragdes
no metabolismo da glicose, com indu¢do ou agravamento de quadro de diabetes mellitus,
quando administrados por um longo periodo (Ricotti, Ridout ef al., 2013). Além destas
constatagoes, a disponibilidade de receptores glicorticoides no musculo esquelético ¢
extremamente baixa quando comparada aos receptores estrogénicos (Feder, lerardi et al.,
2018). Os SERMs ja demostraram efeito benéfico sobre o tecido muscular distrofico
(Dorchies, Reutenauer-Patte et al., 2013), porém algumas explicagdes de seus efeitos sdo
inconclusivas, possivelmente pelas diferentes respostas na interacdo com todos os tipos
de ERs. A modulagdo do ER-} melhora o influxo exacerbado de calcio pela inativagao
da enzima CypD o que pode tornar as mitocondrias resistentes ao influxo exacerbado
intracelular de célcio (Burstein, Kim et al., 2018, Millay, Sargent et al., 2008). Também,
uma vez que o estresse oxidativo se apresenta logo nos estagios primarios da degeneracao
muscular no musculo distrofico (Whitehead, Yeung et al., 2006) e sabendo que atividade
antioxidante das isoflavonas ja foi comprovada em experimentos tanto in vitro e in vivo
(Ruiz-Larrea, Mohan et al., 1997), a utilizagdio do extrato fracionado da soja em
camundongos mdx mostra-se promissora pelos possiveis efeitos benéficos de redugao do
estresse oxidativo no musculo distréfico pela atividade sinérgica das isoflavonas na

modulagdo dos ERs e regulagdo da atividade de enzimas antioxidantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Investigar o efeito antioxidante do extrato fracionado da soja sobre musculo

distréfico de camundongos mdx.

3.2 Objetivos especificos:

a) Verificar o perfil quimico do extrato fracionado de soja;

b) Verificar a toxicidade do tratamento (AST e ALT; avaliagao histopatoldgica
dos figados e rins por coloragdo H&E);

c¢) Verificar o efeito do tratamento na for¢ca muscular dos animais (Forca
muscular dos membros);

d) Verificar os marcadores de lesdo muscular (niveis séricos de CK; marcagao
com IgG; contagem de nticleos centrais);

e) Verificar o efeito do tratamento na producdo de EROs (determinacdo da area
de DHE);

f) Verificar o efeito do tratamento no estresse oxidativo cronico (quantificagdao
dos granulos de lipofuscina);

g) Verificar o efeito do tratamento na inflamacao (quantificagdo de NF-kB;
contagem da area inflamatoria; anticorpo F4/80 — detec¢do de macrofagos);

h) Verificar o efeito do tratamento na peroxidacao lipidica (quantificagdo dos
niveis de 4-HNE);

1) Verificar o efeito do tratamento no sistema enzimatico antioxidante

(quantificagao dos niveis de SOD, CAT e GSH) nos camundongos mdx;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO EXTRATO FRACIONADO DE SOJA E SUA
CARACTERIZACAO QUIMICA.

Os graos de soja foram adquiridos pela COOPER Natural (Produto orgéanico
Brasil. Serra Gaucha); 10 kg; Lote: 26; Fab.25/02/2022; Val.: 25/08/2023. Possui a
certificagdo produto Ecolégico ECOVIDA (Anexo 2).

Os graos de soja foram submetidos a secagem em estufa de circulagdo e renovagao
de ar, a 45°C, durante 72 horas, quando apresentaram peso constante nas 3 pesagens
consecutivas. ApoOs a secagem, passou por uma divisdo grosseira, seguida pela
pulverizagao em moinho de facas. O p6 obtido foi armazenado em frascos de vidro ambar
devidamente rotulado. O preparo do extrato seco do material vegetal foi realizado pelo
método de maceragdo (Prista et al., 1981), utilizando como liquido extrator, hexano e
etanol 70% (v/v). Toda a solucdo extrativa foi concentrada em rota-evaporador e secas
no liofilizador. O extrato seco foi rotulado como extrato seco hidroetandlico 70% (Ex-

EtOH 70%).

4.1.1 Analises quimicas por espectrometria de massas (HPLC-ESI-IT-MSn e FIA-
ESI-IT-MSn)

As andlises por HPLC-ESI-IT-MSn e FIA-ESI-IT-MSn foram realizadas no
Laboratorio de Bioprospecg¢ao de Produtos Naturais da Universidade Estadual de Sao
Paulo (UNESP), Campus Experimental do Litoral Paulista (Sdo Vicente-SP), sob
colaboragdo e supervisdo do Prof. Dr. Vagner Vilegas e do professor visitante da
UNIFAL-MG Prof. Dr. Marcelo José Dias Silva.

O Ex-EtOH 70% foi submetido a etapa de clean-up por extracdo em fase solida
(SPE) em cartuchos de fase reversa C18 com 500 mg 6 mL-1 (45 pum, Chromabond®).
Os cartuchos foram previamente ativados com MeOH (4,5 mL) e equilibrados com H20
(4,5 mL) e MeOH/H20 (85:15, v/v) (4,5 mL). O Ex-EtOH 70% (10 mg) foi previamente
solubilizados em 1,5 mL da solugdo MeOH/H20 (85:15, v/v), eluidos com a mesma
proporcao de fase movel. Apds a secagem, 2 mg da amostra foi ressuspendida em 2 mL

de uma solugao MeOH/H20 (1:1, v/v) fornecendo uma solu¢ao com uma concentragao
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de 1 mg mL-1. Ao fim, as solugdes foram filtradas em filtro PTFE Millex® com tamanho
de poro 0,22 um. O perfil quimico cromatografico da amostra foi realizado em um sistema
High-performance Liquid Chromatography (UFLC) Shimadzu (Kioto, Japao) acoplado a
um detector de arranjo de foto diodo (PDA), modelo MD-2010 (Shimadzu®) e a um
espectrometro de massas lon Trap (IT) com uma fonte de ionizagdo por Electrospray
(ESI) em modo positivo.

As separagdoes em UFLC foram conduzidas em uma coluna Kinetex
(Phenomenex®, Torrance, CA, USA) de fase reversa C18 (150 mm x 4.6 mm d.i., 5 um).
O volume de inje¢do foi de 1 puL e a vazdo de 1 mL min-1. Para a elui¢do das amostras
foi utilizado um gradiente linear com uma fase movel composta por 4gua acidificada com
0,1% de acido formico (solvente A) e metanol (solvente B), de 5 a 100% (B) em 45 min.
A voltagem do capilar foi ajustada para 2500 V e a temperatura do capilar para 300°C.
Os experimentos de fragmentagdo foram realizados por dissociag¢ao induzida por colisao
(CID) e foram executados no modo auto MSn (fragmentag¢ao inteligente) usando o modo
UltraScan para aquisicao de MS/MS e um aumento de energia de colisdo com a maxima
amplitude de fragmentacao definida para 60%. A faixa de aquisi¢ao foi de m/z 100-1800.
Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo e processados no software
DataAnalysis (versdo 4.3, Bruker®).

Para a determinac¢do da substancia marcadora — genisteina - o Ex-EtOH 70% (5
mg) foi dissolvido em 4 mL de uma solugdo contendo 90% de ACN/agua ultrapura.
Volumes de 20, 50 e 100 pL desta solugao foram utilizados para a preparacao de solugdes
padrdo (1 mL) de concentra¢do de 0,025; 0,0625 e 0.125 mg mL-1, respectivamente.
Estas solugdes e o material dissolvido foram submetidos a anélise por meio de CLAE em
coluna analitica em sistema Waters, com coluna C18 marca XBridge (tamanho 15 x 0,46
cm, tamanho da particula de 5 pm) e com detec¢cdo em 259 nm. O gradiente utilizado para

essa etapa foi de 5 a 95% de solucdo B em 30 min com fluxo de 1 mL min-1.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos das linhagens mdx e C57BL/10 (camundongos
heterozigotos para o gene que desencadeia a DMD e que deram origem a linhagem mdkx)
(Bulfield, Siller et al., 1984), machos, com 14 de vida pds-natal, obtidos de casais
mantidos no biotério Central da Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL-MG. O
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nimero de animais estipulados estd de acordo com as recomendagdes descritas por
Collins e Morgan, 2003; Denayer et al., 2014 e Perrin, 2014 sobre o uso do modelo mdx
em estudos experimentais. As matrizes foram oriundas do Centro Multidisciplinar para
Investigacao Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Apods o nascimento, os filhotes
permaneceram com a fémea 28 dias até o desmame. Durante todo o experimento, os
animais foram mantidos em caixas plésticas com 12 horas de ciclo claro/escuro, ragdo
Nuvilab CR-1 e agua ad libitum. Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de
acordo com os principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e sera desenvolvido ap6s ser aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG, de protocolo
numero 0019/ 2021 (Anexo I).

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais com 14 dias de vida foram divididos nos seguintes grupos
experimentais (Figura 4):
1) Grupo controle: constituido de 14 camundongos da linhagem C57BL/10 (Ctrl).
2) Grupo mdx com 14 dias de vida: constituido de 42 camundongos da linhagem
mdx divididos em 3 subgrupos (n=14 cada).
a. Grupo mdxCT: camundongo tratado com solugao veiculo (mdx);
b. Grupo mdxP: camundongo mdx tratado com 5 mg/kg de prednisona (Wuebbles,
Sarathy et al. 2013);
¢. Grupo mdxS: camundongo mdx tratado com 57mg/kg de Ex-EtOH 70%
contendo quantidade fracionada minima de 2 mg/kg de genisteina (Messina,
Bitto et al. 2011, Messina, Bitto et al. 2015).
A partir do 14° dia de vida pos-natal, antes do inicio dos ciclos de
degeneracao/regeneracao muscular nos camundongos mdx, os camundongos mdx foram
pesados e tratados diariamente de Ex-EtOH 70% diluido em solu¢do veiculo (solucao

salina) e/ou prednisona e/ou com solu¢ao veiculo por gavagem, por 46 dias consecutivos.
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Figura 5 — Desenho Experimental

Idade dos animais / Teste de forga muscular

[ | | ! [
0 14 29 44 59 60 Coleta das amostras

an TO T1 T2 T3

Camundongo mdx

Fonte: Autora — Criado com BioRender.com.

Legenda: Ilustracdo esquematica do desenho experimental mostrando a idade do animal (em preto), o
tratamento com Ex-EtOH 70% rico em isoflavonas (em verde) e o teste de forga muscular no primeiro dia
antes do tratamento (TO0); 15 dias apos o inicio do tratamento (T1); 30 dias apds o inicio do tratamento (T2);
fim do tratamento (T3) (em vermelho).

4.4. FORCA MUSCULAR DOS MEMBROS

Existem véarias formas ndo invasivas para medicdo da for¢a muscular dos
membros que fornecem informagdes relevantes sobre a fraqueza muscular, coordenacao
motora, comprometimento neuromuscular e a eficacia do tratamento em varios modelos
de camundongos para distirbios neuromusculares (Carlson et al., 2010). O teste de
suspensao pelas quatro patas ¢ uma medida eficiente e confidvel, mas, ndo ¢ possivel
relacionar o resultado a um Unico e especifico distiirbio neuromuscular (Carlson, 2011).

O teste seguiu o protocolo TREAT-NMD “Four limb hang test” (Carlson, 2011).
Os animais passaram por trés testes, nas semanas 0 (T1), 2 (T2) e 4 (T3) apos o inicio dos
tratamentos, € nas semanas equivalentes nos animais do grupo controle.

Sua fécil aplicabilidade e reprodutibilidade permitiram que o teste fosse feito
usando topo de gaiola suspensa a 35 cm do solo, com o solo forrado por 5 a 7 centimetros
de maravalha, para evitar que os animais se machucassem ao cair (Figura 6; Carlson,
2011). Foram realizados trés testes com cada animal, com descanso de dois minutos entre
as repeticoes. Fatores como local e horario de realizagdo e aplicador do teste foram os
mesmos para obtengdo de valores confiaveis.

O peso corporal do camundongo foi obtido antes de iniciar o teste. O camundongo
foi colocado no topo da grade por um periodo de acomodacdo de 3 a 5 segundos e o
cronometro foi ativado assim que a gaiola foi invertida. Normalmente, pouco antes de

cair, o animal se sustentou com 1 ou 2 patas, e nesse momento, o cronometro foi parado.
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Sendo assim, o crondmetro comecou a contar quando a gaiola foi invertida e foi parado
quando o animal se soltou ou se suspendeu por 1 ou 2 patas. O tempo foi contado em
segundos, sendo 600 segundos o maior tempo obtido e feita a média dos tempos.

O resultado ¢ dado em gms, sendo o Impulso de Segurar (gms) = peso corporal
(g) x o tempo que o animal sustentou (seg).

Embora exija supervisdo constante dos animais e um animal por vez seja
analisado, o teste ¢ de facil realizagdo, baixo custo e alta confiabilidade (Carlson et al.,

2010).

Figura 6 — Realizacdo Do Teste De Suspensdo Pelas Quatro Patas

b. )

Fonte: TREAT-NMD (Carlson, 2011).
Legenda: (a) Plataforma suspensa para realizagdo do teste de for¢a muscular. (b) Camundongo mdx

pendurado com os quatro membros em grade suspensa.

4.5 ANALISES BIOQUIMICAS - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS
ENZIMAS CREATINA QUINASE (CK) E AMINOTRANSFERASES (ALT E
AST).

ApOs o tratamento, os animais foram anestesiados por via intra-peritoneal com
solucdo de cloridrato de xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina
(Francotar, Virbac) na proporcao de 1:1 e dose de 0,1 mL/30 g de peso corporal e entdo
eutanasiados por exsanguinagdo seguida de perfusdo com PBS. As amostras de sangue
coletadas foram centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K) a 10000 rpm, por
10 minutos (Nagaraju, Gordish, 2008).
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O soro obtido foi usado para avaliar a atividade da creatina quinase (CK) pelo uso
do Kit CK NAC UV (BioClin, Quibasa) e dosagem da alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) com uso do kit GOT (AST) UV e GPT (ALT) UV
(LaborLab). Foram utilizados espectrofotdmetro BioPlus BIO-200 semiautomatico
seguindo os parametros do fabricante e Bioespectro SP 220 seguindo os parametros do
fabricante. A CK ¢ uma enzima encontrada no musculo esquelético e cardiaco. A analise
bioquimica de CK ¢ usada em camundongos distréficos como marcador de dano
muscular, com seus niveis proteicos medidos no soro, sob pretexto de que niveis
aumentados de CK no sangue sdo representativos de dano muscular aumentado,
fragilidade do sarcolema e fenodtipo negativo da doenca (Nagaraju, Gordish, 2008). As
aminotransferases (ALT e AST) tem ampla utilizacdo para avaliar a condi¢do hepatica
devido sua acuracia diagnostica elevada e custos reduzidos (Aragon, Younossi, 2010). A
elevagdo dessas enzimas ¢ a anormalidade mais encontrada em testes hepaticos, tornando-

se, marcador util para diagnodstico e monitoramento das doengas do figado.

4.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FIGADO E DOS RINS.

Apds o tratamento, os animais foram anestesiados e eutanasiados conforme
descrito no item 4.5. A seguir, fragmentos de figado e de rim foram coletados e fixados
em solugdo de formaldeido 10% por 24 horas e, em seguida, desidratados em gradiente
crescente de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes seriados de 7
um de espessura foram coletados em laminas de vidro utilizando um micré6tomo manual
LEICA - RM 2145 e corados por hematoxilina-eosina para as avaliagdes histologicas.

Os cortes histologicos foram desparafinados em xilol, hidratados em gradiente
decrescente de etanol (100%, 95% e 70%), corados durante dois minutos na Hematoxilina
de Harris, lavados durante trés minutos em agua destilada e contra corados com Eosina
aquosa durante quatro minutos. Depois de coradas, as laminas foram lavadas em agua
destilada, desidratadas em gradiente crescente de etanol (70%, 95% e 100%) e montadas
com Entellan®. Entdo, foram analisadas, sob microscopia de luz, e fotografadas em foto-

microscopio Nikon Eclipse E200®.
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4.7 ANALISE MORFOLOGICA

Os animais foram eutanasiados conforme descrito anteriormente (4.5). Os
musculos, biceps braquial (BB), diafragma (DIA), tibial anterior (TA) e extensor digital
longo dos dedos (EDL) foram retirados, congelados em isopentano resfriado a -159°C
(nitrogénio liquido) e armazenados em biofreezer a —80°C.

Para obtencdo dos cortes em criostato (Microm-HS505E), os musculos foram
mantidos a -23°C, seccionados transversalmente na espessura de 8 um e coletados em
lamina. Foram obtidas 1dminas com 6 cortes dos referidos grupos experimentais. Foram

utilizadas 02 laminas para cada uma das seguintes analises:

4.7.1 Coloracio com Hematoxilia e Eosina (H&E)

Duas laminas dos cortes obtidos no criostato foram coradas durante dois minutos
na Hematoxilina de Harris, lavados durante trés minutos em agua destilada e contra
corados com Eosina aquosa durante quatro minutos. Depois de coradas, as laminas serao
lavadas em agua destilada, desidratadas em gradiente crescente de etanol (70%, 95% e
100%) e montadas com Entellan®.

Apo6s coloragdo em H&E e secagem, as laminas entdo foram analisadas sob
microscopia de luz e fotografadas em foto-microscopio ZEIZZ®, com camera de video
em objetiva de 20x. A partir das fotos obtidas, foi realizada determinac¢do do niimero de
fibras que apresentarem nucleo central — (indicativo de fibras musculares regeneradas),
numero de fibras com nucleo periférico (caracteristica de fibras normais) e areas com

infiltrado inflamatério em relagdo a area total do musculo (Grounds 2010).

4.7.2 Anticorpo Anti-Mouse IgG-FITC

A degeneragdo muscular foi analisada por imunofluorescéncia baseada na
marcacao da imunoglobulina G (IgG) (Bencze 2019). Duas laminas de cortes obtidos em
criostato foram previamente descongeladas lavadas com PBS 3x por 5 min. Apos a
lavagem, foram incubadas com solu¢cdo de bloqueio (BSA 5%) por 30 minutos e
novamente lavadas com PBS 3x 5 minutos, e, por fim, incubadas com anticorpo FITC-

conjugado anti-mouse IgG (SIGMA) por 1 hora e lavadas novamente com PBS 3x de 5
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minutos. Finalmente, as laminas foram montadas com solu¢do TBS-T + Glicerol

(proporgdo 1:4) e observadas em microscopia de fluorescéncia.

4.7.3 Anticorpo F4/80

Para deteccdo de macréfagos as laminas foram incubadas com anticorpo F4/80
(Macedo 2020). Os musculos BB, DIA, TA e EDL foram fixados em formalina 9% por
20 segundos, lavados com TBS-T 0,1M 3x por 5 min e bloqueados BSA 3% diluido em
TBS-T por 1 h. Em seguida, os cortes foram lavados e incubados por 30 min com anti
F4/80 (1:200- BSA3%, overnight a 4°C; ab90247, Abcam, Waltham, MA, EUA).
Posteriormente lavados em TBS-T 0,1M 3x por 5 min e incubados com o anticorpo
secundario IgG anti-rato Texas Red (1:250 — BSA 1%; ab119986, Abcam) por 1 h, em
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em TBS-T 0,1 M 3x por 5 min ¢ as
laminas montadas em meio de montagem TBST e Glicerol (1:3). As laminas foram
visualizadas em microscopio Optico de fluorescéncia ZEISS Scope Alconectado a uma
camera de video Axion 503 Color e a drea (um?) contendo o sinal F4/80 foi determinada

utilizando o software ImageJ®.

4.7.4 Reacdao Dihydroetidio (DHE) para deteccio de EROs (Radical anion
superoxido - 02°)

A producdo de EROs, radical anion O2 especificamente, foi determinada por
incubac¢do dos cortes histoldégicos dos musculos BB e DIA, com 5 ul de DHE em PBS a
37°C durante 30 min. Usando microscopio optico de fluorescéncia ZEIZZ Scope Al
conectado a uma camera de video Axion 503 Color, a intensidade de DHE reativo por
area do musculo foi quantificada através da mensuracao de pixels excedente a um limite
70-255 comprimento de onda, que foi ajustado de forma a eliminar a interferéncia de
qualquer fluorescéncia de fundo, utilizando o software ImageJ® (Whitehead, Yeung et

al. 2006).
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4.7.5 Contagem de lipofuscina

A lipofuscina resulta da degradagao oxidativa de macromoléculas e serve como
indicativo de estresse oxidativo (Nakae, Dorchies et al. 2012). Uma vez que a lipofuscina
¢ auto fluorescente, seccoes transversais dos musculos DIA, BB, TA ¢ EDL foram
montadas diretamente em meio de montagem TBST e Glicerol (1:3), para fluorescéncia,
sob laminula. Os cortes foram analisados em microscépio optico de fluorescéncia ZEIZZ
Scope A1 conectado a uma camera de video Axion 503 Color. O nimero total de granulos
de lipofuscina foi determinado em relacdo a area total do corte pela sua espessura (nimero

de lipofuscina/um?) pelo software Imagel®.

4.8 QUANTIFICACAO DE CAT, SOD2, NF-KB E 4-HNE POR WESTERN
BLOTTING (N=7)

ApOs a eutandsia, os animais foram perfundidos com PBS e os musculos BB e
DIA removidos e cortados em pequenos pedacos, homogeneizados imediatamente em
100 pl de tampao para homogeneizacao (Triton X-100 1%, tris-HC1 100mM (ph 7,4),
pirofosfato de s6dio 100mM, fluoreto de s6dio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de
sodio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1mg/ml de aprotinina) a 4°C usando homogeneizador tipo
D1000 Handheld Homogenizer (BENCHMARK) operado em velocidade maxima por 30
segundos. Os extratos serdo centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos e o
sobrenadante sera utilizado para analise do extrato total. A determinagdo de proteina foi
realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). As amostras do extrato proteico
foram tratadas com tampdo Laemmli (azul de bromofenol 0,1% e fosfato de sdédio 1 M
pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100 mM, aquecidas em banho
seco, Heatinh Dry Bath (KASVI) por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. Em
seguida, 30 pg de proteina serdo aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 12% em aparelho
para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA,
EUA). A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose sera realizada em
90 minutos a 120 V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas
foram incubadas com solugdo basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sédio 150 mM e
Tween 20 0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 1 hora em temperatura ambiente

para reduzir a ligacao nao especifica de proteinas. Posteriormente, foram incubadas com
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10 pg de anticorpo primario: anticorpo policlonal anti-NF-kBp65 (SAB5700046, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA); e/ou anticorpo monoclonal anti-Catalase, (SAB 5700937,
Sigma-Aldrich); e/ou anticorpo policlonal anti-SOD2, (EAB-10606, Elabscience); e/ou
anticorpo policlonal anti-4HNE, (AB46545, Abcam) diluido em 10 ml de solucao basal
contendo 1% de leite desnatado a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as membranas
foram lavadas por 30 minutos com solugdo basal e incubadas em 10ml de solugao basal
contendo 1% de leite desnatado e 2,5 pg de anticorpo secundério (anti-rabbit IgG
Peroxidase, AB6721, Abcam) por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente,
as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com soluc¢do basal. Para detectar
as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solucdo de
quimioluminescéncia por 5 minutos, seguido de exposi¢cdo capturado pelo sistema
GeneGnome XRQ (Syngene, Frederick, MD, EUA) e o software ImageJ foi usado para
quantificar as intensidades das bandas.

Para a normalizagdo, o protocolo consiste na reutilizacdo das membranas, onde
foi realizada lavagem das membranas com TBS-T 3 vezes por 10 minutos, e em seguida,
incubadas com 10 ml de Stripping Buffer (10mM Tris-HCI pH 7,5; B-Mercaptoetanol 0,1
M; Ureia 8 M) durante 1 hora, a 60°C. Apds esse periodo, as membranas foram re-
equilibradas e lavadas com TBS-T. A seguir foram incubadas com 10 mg do anticorpo
primario GAPDH e 2,5mg do anticorpo secundario gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

(anti-GAPDH, SAB4300645, Sigma-Aldrich), seguindo o protocolo acima descrito.

4.9 DOSAGEM DE GRUPAMENTOS SULFIDRILA — GSH

A glutationa (GSH) ¢ o tiol ndo proteico mais abundante e ¢ crucial para manter o
status redox favordvel nas células. A concentracdo de proteinas foi determinada pela
curva de GSH, de acordo com método descrito por Bradford. As amostras dos musculos
BB, DIA, TA e EDL foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 20 minutos) ¢ o
sobrenadante diluido (1:10) em tampao fosfato de sédio (0, 1 M, pH = 7,4). Em seguida,
foi realizada a leitura da absorbancia de 100 mL da amostra, usando o espectofotometro
ThermoScientific GENESYS 10 UV Scanning UV/ Visible, acrescidos de 100 mL de
solucao de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1l). Apds esta leitura foi
adicionado 30 pL de 4acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzdico) diluido em metanol (DTNB —

0,01mM) e entdo foi realizada uma nova leitura (A2), a 412 nm, ap6s 15 min de reagdo,
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para determinacdo de grupamentos sulfidrila ndo protéicos (GSH). A concentracdo de

grupamentos sulfidrila (tiol) foi dada por (A1-A2) x 1,57 (Faure and Lafond 1995).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Para analise estatistica
foi aplicado o teste One-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey para as devidas
comparagdes entre os grupos. O nivel de significancia foi estabelecido como sendo de
P<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 PERFIL QUIMICO DO EX-ETOH 70%

O extrato de soja tinha um elevado teor de compostos bioativos, incluindo
flavonoides e fenois. O teor total de flavonoides foi de 100 mg/g e o teor total de fendis
foi de 200 mg/g. O potencial anti-radicalar do extrato foi de 95%, indicando uma potente
atividade antioxidante. O Ex-EtOH 70% continha 0,0438 mg/mL de genisteina, o que
permitiu determinar a quantidade equivalente desta isoflavona no tratamento proposto.
Os graos de soja sdo uma fonte importante destes compostos, com teores que variam entre
0,4 mg e 9,5 mg de isoflavonas totais por grama. No entanto, a quantidade presente pode
ser influenciada por diversos fatores, sendo os mais importantes a genética, o ano de
cultivo e o local de crescimento (Rostagno et al., 2004).

No perfil fitoquimico efetuado, foram identificadas 12 isoflavonas principais no
extrato de soja:  genisteina  (4,5,7-trihidroxiisoflavona),  daidzeina  (4,7-
dihidroxiisoflavona), gliciteina (4,7-dihidroxi-6-metoxi-isoflavona) e as respectivas
formas acetil, malonil e aglicona. A identificacdo dos compostos foi confirmada pela
comparac¢do do tempo de retencdo e da massa dos espectros (Tabela 1; figura 7a) (Bettaiah
e Prabhushankar, 2021; Chen et al., 2024; Jung et al., 2020; Manchon et al., 2010; Rashid
et al., 2023; Rostagno et al., 2004; Rostagno et al., 2009).

A estrutura carateristica basica da isoflavona ¢ um nucleo de flavona, composto
por dois anéis de benzeno (A e B) ligados a um anel heterociclico C (Rostagno et al.,

2009) (Tabela 2; figura 6b).
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Tabela 1. Deteccao de ions positivos no Ex-EtOH 70% obtido por UPLC-PDA-MS

Pico Rt (min) Composto Simbolo Formula m/z
Molecular

1 0,40 Daidizina Di C21H2009 417,16
2 0,70 Glicitina Gly C2H2010 447,13
3 1,20 Genistina Gi C21H20010 433,23
4 2,38 Malonildaidzina MDi C24H2012 503,17
5 2,50 Malonilglicitina MGly CasH24013 533,24
6 2,70 Acetildaidzina ADi C23H22010 459,10
7 2,90 Acetilglicitina AGly C24H24011 489,14
8 3,00 Malonilgenistina ~ MGi C24H22013 519,15
9 3,10 Daidzeina De Ci5H1004 254,98
10 3,39 Gliciteina Gle Ci16H1205 285,28
11 3,80 Acetilgenistina AGi Ca3H22011 475,12
12 4,20 Genisteina Ge Ci5H100s5 271,04

Tempo de retencdo (Rt); minutos (min); razdo de massa/carga (m/z).



Figura 7 — Analise quimica do Ex-EtOH 70%
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Fonte: Adaptado de Rostagno et al., 2009.

Legenda: (a) Curva de calibracdo da area de pico para o composto. (b) Estruturas quimicas das isoflavonas
de soja; R1-3 representa os substituintes indicados na Tabela 3. (¢) Cromatogramas acoplados UPLC-PDA-
MS do Ex-EtOH 70% (210 a 400 nm com Amax de 254). As formulas estruturais foram preparadas com

ChemDraw Pro 8.
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Tabela 2. Isoflavonas de soja e grupos substituintes da estrutura quimica (R1-3)

Isoflavone R1 R2 R3

Glicosides

Malonildaidzina ~H H COCH2COOH
Malonilglicitina ~ H OCH3; COCH2COOH
Malonilgenistina  OH H COCH>COOH
Acetildaidzina H H COCH;
Acetilglicitina H OCH; COCH3
Acetilgenistina OH H COCH3
Daidizina H H H

Glicitina H OCH3 H

Genistina OH H H

Agliconas

Daidzeina H H Nenhum
Gliciteina H OCH3 Nenhum
Genisteina OH H Nenhum

Fonte: Adaptado de Rostagno et al. 2009.

6.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO TRATAMENTO COM EX-ETOH 70% NO
CAMUNDONGO MDX

O peso corporal de todos os animais utilizados foi registrado ao 14° dia de vida
(To), 30° dia de vida (T1), 45° dia de vida (T2) e 60° dia de vida (T3). Apos o periodo de
tratamento, estipulou-se o ganho em porcentagem de peso corporal dos animais de todos
os grupos experimentais. Todos grupos estudados apresentaram ganho de peso corporal
no periodo descrito. No que se refere ao registro de peso por periodo avaliado, no T», os
grupos mdxP e mdxS apresentaram o peso estatisticamente inferior ao grupo Ctrl (16,4
% e 10,6%, respectivamente). No T3, apenas o grupo mdxP manteve valores significativos

inferiores aos grupos controles (Ctrl, 11,6%; mdxCT, 10,6%; Tabela 4).
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Tabela 3. Peso corporal

Peso — gramas (g)

15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Ctrl 8,6+0.8 16£5,3 23,5+2,3 25,243,1
mdxCT 6,7+1.8 15,3+2 21,2+1 25,5+1,3
mdxP 6,8:|21,5 14:|Z3,6 19,6Z|22,Ia 22’5i2’3a,b
mdx 8,1+2,1 15,63 21+2,92 23,9+2.4

Fonte: Autora.

Legenda: Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. Ctrl: grupo de controle; mdxCT:
camundongos mdx tratados com solucao salina; mdxP: camundongos mdx tratados com prednisona; mdxS:
camundongos mdx tratados com Ex-EtOH 70%. TO: 14 dias de vida; T1: 30 dias de vida; T2: 45 dias de
vida, T3: 60 dias de vida; difere do grupo Ctrl?; difere do grupo mdxCT®; p <0,01. ANOVA One-way com
teste post hoc de Tukey.

A avaliacdo das atividades de AST e ALT contidas no soro sanguineo dos animais
ndo apresentou indicios quantitativos de possiveis lesdes ou desordens hepaticas de
naturezas diversas causadas pela administracdo das terapias descritas. Nos valores de
AST (Figura 8a), os grupos tratados mdxP e mdxS apresentaram redugao estatisticamente
significativa com relagdo ao mdxCT (95,9% e 93,9%, respectivamente). Além disso,
também apresentaram reducao significativa comparadas ao grupo Ctrl (90,7% e 86,2%,
respectivamente). Os valores obtidos em ALT (Figura 8b) apresentaram reducao
estatistica dos grupos tratados, mdxP e mdxS com relacdo ao mdxCT (71% e 67,8%,

respectivamente).
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Figura 8 — Atividade das Enzimas Hepaticas
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Fonte: Autora.

Legenda: Média e desvio padrdo da atividade das enzimas hepéticas (a) AST p <0,0001 ANOVA One-
way com teste post hoc de Tukey e (b) ALT p <0,0015 ANOVA One-way com teste post hoc de Tukey
nos diferentes grupos experimentais. Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; mdxCT:
camundongos mdx tratados com solugdo salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxsS:
camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Valores estdo evidenciados em U/L de sangue.
Difere do grupo Ctrl?; difere do grupo mdxCT®.

A avaliacdo histopatologica dos figados e rins dos grupos experimentais estudados
ndo apresentou indicios qualitativos de possivel toxicidade das terapias empregadas no

presente estudo (Figura 9).

Figura 9 - Seccdes transversais do figado e rim dos animais dos diferentes grupos

Ctrl mdxCT mdxP mdxS

Fonte: Autora.

Legenda: Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; mdxCT: camundongos mdx tratados
com solugdo salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados
com extrato fracionado da soja. Barra de escala: 100 pm.



6.3 EFEITO NA FORCA MUSCULAR

O teste suspensao de quatro patas mostrou que os grupos experimentais de animais
distroficos apresentaram diferencas estatisticas na forga muscular em comparacao ao
grupo de camundongos sadios, em todos os periodos avaliados. Entretanto, analisando
individualmente cada grupo, observamos que apenas os grupos de camundongos mdx
tratados com prednisona e Ex-EtOH 70% apresentaram ganho de forga significativo ao
longo do periodo experimental em comparagdo a primeira medicagdo (Figura 10). Ao

final do tratamento, apenas o grupo tratado com Ex-EtOH 70% apresentou ganho

significativo na for¢a muscular comparado ao grupo mdxCT.

Figura 10 — Comparacao do ganho de for¢ca muscular ao longo do tratamento
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Fonte: Autora.
Legenda: Impulsos de manutencgao (g s): peso corporal (g) x tempo de permanéncia do animal em suspensdo

(s).

6.4 EFEITO NA LESAO MUSCULAR

Os animais dos grupos mdxCT apresentaram niveis aumentados dos niveis séricos
de CK em relagdo aos animais do grupo Ctrl. Apds o tratamento com Ex-EtOH 70%, os
camundongos mdxS apresentaram reducao significativa de CK no sangue em relagao aos

animais distréficos mdxCT e mdxP (92,5% e 93,2%, respectivamente, Figura 11).

Figura 11 — Niveis Séricos de Creatina Quinase (CK)
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Fonte: Autora.

Legenda: Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo dos grupos Crrl: camundongos
C57BL/10 utilizados como controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solucao salina; mdxP:
camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado
da soja. Difere de Ctrl?; difere do mdxCT?; difere do mdxP; (p < 0,0005 ANOVA One-way com teste
post hoc de Tukey).

6.5 EFEITO DO EX-ETOH 70% NO ESTRESSE OXIDATIVO

O BB do grupo mdxCT apresentou um grande acimulo de granulos de lipofuscina
no tecido muscular quando comparado ao grupo Ctrl (Figura 12a). Apds os tratamentos,
observou-se uma redugdo estatisticamente significativa no acimulo de lipofuscina nos
grupos mdxP (66,8%) e mdxS (67,7%) em relacdo ao grupo mdxCT, indicando que
ambos os tratamentos foram eficazes em diminuir esse acumulo nos musculos dos

animais distroficos (Figura 12b). Além disso, o tratamento do grupo mdxS reduziu de
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forma significativa o sinal do DHE (Figura 13a) em relacdao ao grupo mdxCT neste
mesmo, com uma redugdo de 70,4% (Figura 13b). Em relacdao aos niveis de catalase,
observou-se um aumento significativo no grupo tratado com o Ex-EtOH 70% em
comparacao aos animais do tipo selvagem e mdx (Figura 14a). Por outro lado, os niveis
de SOD2 e 4-HNE ndo apresentaram variagdes entre os grupos estudados (Figuras 15a e
16a). Quanto as quantidades de GSH, foi identificado que, em ambos os grupos tratados,
mdxP e mdxS, houve uma reducao estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
mdxCT, com redugdes de 35,6% e 44,6%, respectivamente (Figura 17b).

O DIA do grupo mdxCT apresentou um expressivo acimulo de granulos de
lipofuscina no tecido muscular em comparagdo ao grupo Ctrl. Ambos os tratamentos
propostos reduziram estatisticamente o acimulo nos musculos dos animais distroficos,
com redugdes de 36,9% no grupo mdxP e 46,9% no grupo mdxS, em relagdo ao grupo
mdxCT (Figura 12¢). Além disso, o DIA dos camundongos do grupo mdxCT mostrou
significativa produ¢dao de EROs em relagdo ao grupo Ctrl. O tratamento com prednisona
nao conseguiu reduzir esses valores, por outro lado, os animais tratados com o Ex-EtOH
70% apresentaram uma reducdo significativa do sinal do DHE, com redugdes de 62,4%
em relacdo ao grupo mdxCT e 62,1% em relacdo ao grupo mdxP, evidenciando uma agao
radical scavenger (Figura 13c). Os niveis de CAT permaneceram significativamente
reduzidos no musculo DIA distréfico dos camundongos mdx com 8 semanas de idade,
mesmo apds os tratamentos propostos, apresentando redugdes de 51,2% no grupo
mdxCT, 44,3% no grupo mdxP e 45,2% no grupo mdxS, em compara¢do aos animais
saudaveis (Figura 14b). Por outro lado, os niveis de SOD2 e 4-HNE nao variaram entre
os grupos estudados (Figuras 15b e 16b). Com relacdo ao GSH, observou-se que em
ambos os grupos tratados, mdxP e mdxS, houve uma redugdo estatisticamente
significativa em comparagdo ao grupo mdxCT, com valores de 35,6% e 44,6%,
respectivamente (Figura 17c¢).

No musculo TA, observou-se uma maior quantidade de granulos de lipofuscina
no grupo mdxCT em comparagdo ao grupo Ctrl. Apds os tratamentos administrados,
ambos os grupos tratados, mdxP e mdxS, apresentaram uma reducao significativa na
quantidade de granulos de lipofuscina em relagdo ao grupo mdxCT, com redugdes de 60%
e 60,8%, respectivamente (Figura 12d). Em relacdo a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), o musculo TA dos camundongos dos grupos mdxCT e mdxP mostrou

um aumento significativo em comparacao ao grupo Ctrl (Figura 13d). No entanto, o grupo
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mdxS ndo apresentou alteragdes significativas na producdo de EROs, seja para aumento
ou reducdo. Por fim, os niveis de glutationa reduzida (GSH) ndo mostraram variagdes
significativas em nenhum dos grupos mdx avaliados (Figura 17d).

No EDL, o grupo mdxCT apresentou um acumulo estatisticamente significativo
de granulos de lipofuscina no tecido muscular em comparacao ao grupo Ctrl. Apods os
tratamentos, verificou-se no EDL uma reducao estatistica nos grupos mdxP e mdxS em
relagdo aos animais selvagens, com diminui¢des de 20,1% e 16,1%, respectivamente
(Figura 12¢). Além disso, o musculo EDL dos camundongos do grupo mdxCT exibiu
uma producao significativa de espécies reativas de oxigénio (EROs) em relagdo ao grupo
Ctrl. O tratamento com prednisona nao foi capaz de reduzir esses niveis nos camundongos
mdx, mas, os animais tratados com o Ex-EtOH 70% apresentaram uma reducao
significativa do sinal do DHE em comparagdo aos grupos mdxCT (62,4%) e mdxP
(62,1%), indicando uma ag¢do radical scavenger (Figura 13e). Por fim, em relagcdo aos
niveis de glutationa reduzida (GSH), ndo foram observadas alteragdes estatisticamente

significativas entre os grupos analisados (Figura 17¢).
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Figura 12 - Lipofuscina
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Fonte: Autora.

Legenda: (a) cortes transversais dos musculos BB, DIA, TA e EDL dos diferentes grupos experimentais,
mostrando a autofluorescéncia dos granulos de lipofuscina (seta branca). Ctrl: camundongos do grupo
controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solugdo salina; mdxP: camundongos mdx tratados com
Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Média e desvio padrao da
contagem de granulos de lipofuscina no musculo (b) BB, (¢) DIA, (d) TA e (e) EDL dos diferentes grupos
experimentais. Difere do grupo Ctrl?; difere do grupo mdxCTP p < 0,0001, One-way, ANOVA, pos teste de
Tukey. Barra de escala: 100 pm.
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Figura 13 — Reagdo de DHE
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Fonte: Autora.

Legenda: (a) Cortes transversais dos musculos BB, DIA, TA e EDL dos diferentes grupos experimentais,
mostrando a fluorescéncia da reagcdo do DHE. Ctrl: camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos
mdx tratados com solucdo salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos
mdx tratados com extrato fracionado da soja. Média e desvio padrdo da fluorescéncia do DHE no muisculo
(b) BB, (c¢) DIA, (d) TA e (e) EDL dos diferentes grupos experimentais. Difere do grupo Ctrl?*; difere do
grupo mdxCT?; difere do grupo mdxP¢; p < 0,0003, One-way, ANOVA, pos teste de Tukey. Barra de escala:
100 um.
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Figura 14 - Catalase.
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Fonte: Autora.

Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para CAT nos musculos (a) BB e (b) DIA. Crri:
camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solucdo salina; mdxP:
camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da

soja. (a) Difere de Ctrl*; difere do grupo mdxCT® p<0,0077; (b) Difere de Ctrl*; p<0,001. One-way,
ANOVA, p6s teste de Tukey.

Figura 15 - SOD2.
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Fonte: Autora.

Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para SOD2 nos musculos (a) BB e (b) DIA. Ctri:
camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solucdo salina; mdxP:
camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da
soja. Niveis relativos de SOD2 ndo apresentaram diferencas estatisticas relevantes.
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Figura 16 - 4-HNE.
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Fonte: Autora.

Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para 4-HNE nos musculos BB e DIA. Ctr/: camundongos
do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solugdo salina; mdxP: camundongos mdx
tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Niveis relativos
de 4-HNE no miusculo (a) BB em que difere do grupo mdxCT® p<0,0008; ¢ no musculo (b) DIA ndo
apresentaram diferencas estatisticas relevantes.

Figura 17 - GSH.
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Fonte: Autora.

Legenda: Média e desvio padrao do conteudo de GSH nos musculos BB, DIA, TA e EDL nos diferentes
grupos experimentais. Ctrl: camundongos C57BL/10 do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx
tratados com soluc¢do salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx
tratados com extrato fracionado da soja. Valores foram dados em nmol/mg de proteina para GSH. (a)
Difere do grupo Ctrl?; difere do grupo mdxCT?; difere do grupo mdxP* p<0,0001; (b) difere do grupo Ctrl?;
difere do grupo mdxCT?®; p<0,0076; One-way, ANOVA, pos teste de Tukey. Os niveis de GSH ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas nos muisculos (d) TA ¢ (e) EDL.
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6.6 EFEITO DO EX-ETOH 70% NO PROCESSO INFLAMATORIO

Os camundongos do grupo mdxS apresentaram uma reducao significativa no
infiltrado inflamatério no musculo BB em comparagao aos grupos mdxCT e mdxP, com
diminuicdes de 67,5% e 94%, respectivamente (Figura 18a e Figura 18f). Em relacdo a
populacdo de macrofagos (Figura 19a), foi identificado um aumento estatisticamente
significativo no grupo mdxP em comparagdo aos grupos Ctrl e mdxCT. Por outro lado, o
grupo mdxS exibiu uma redugao expressiva e significativa na quantidade de macrofagos
em relacdo ao grupo mdxP, com uma diminuicao de 86,7% (Figura 19b). No entanto, ndo
foram encontradas diferencgas significativas nos niveis relativos de NF-kf entre os grupos
analisados no musculo BB (Figura 20a).

Os animais distroficos sem tratamento apresentaram um infiltrado inflamatdrio
significativamente maior no DIA em comparagdo aos camundongos do tipo selvagem.
Apos os tratamentos, os grupos mdxP e mdxS mostraram uma redugdo estatisticamente
significativa na area inflamatéria em relacao ao grupo mdxCT, com diminuigdes de
51,6% e 44,6%, respectivamente (Figura 18g). Em relacdo a populagdo de macrofagos,
observou-se um aumento estatisticamente significativo nos grupos mdxCT e mdxP em
comparag¢do ao grupo Ctrl. No entanto, no grupo mdxS, houve uma redugdo expressiva e
significativa dessa populag¢do, com diminuic¢des de 89,2% em relagdo ao grupo mdxCT e
91,1% em relagdao ao grupo mdxP (Figura 19c). Além disso, os camundongos do grupo
mdxCT apresentaram niveis significativamente elevados de NF-xB no musculo
distrofico, quando comparados aos animais do grupo controle. Tanto a prednisona quanto
o Ex-EtOH 70% demonstraram um efeito positivo na reducdo estatistica do contetido
desse marcador inflamatorio, com redugdes de 55,3% e 51,4%, respectivamente (Figura
20b).

No musculo TA, foi observado um aumento da area de infiltrado inflamatorio nos
camundongos dos grupos mdxCT e mdxS em comparagdo ao grupo Ctrl (Figura 18h).
Em relacdo a area com infiltrado de macréfagos, os camundongos do grupo mdxS
apresentaram uma reducao na populacdo de macrofagos, porém sem significancia
estatistica. Por outro lado, o grupo mdxP mostrou um aumento estatisticamente
significativo na populacdo de macrofagos em relagdo ao grupo Ctrl (Figura 19d).

Apo6s o término dos tratamentos, os camundongos dos grupos mdxCT e mdxS

apresentaram um infiltrado inflamatério expressivo no EDL em comparagdo ao grupo
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Ctrl (Figura 18i). Além disso, a populacdo de macrofagos no EDL apresentou um
aumento estatisticamente significativo nos camundongos mdx tratados com Ex-EtOH

70% em relacdo ao grupo de animais selvagens (Figura 19e).

Figura 18 - Inflamagao e Nucleo central
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Legenda: Cortes histologicos dos musculos (a) BB, DIA, TA e EDL corados com H&E com ntcleos
periféricos indicados pelas setas pretas, nicleos centrais indicados pelas cabecas de setas e areas
inflamatorias indicadas por asteriscos vermelhos. Ctrl: camundongos C57BL/10 do grupo controle;
mdxCT: camundongos mdx tratados com solugdo salina; mdxP: camundongos mdx tratados com prednisona;
mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Aumento significativo na porcentagem
de fibras com nucleos centrais nos muisculos (b) BB, (¢) DIA, (d) TA ¢ (e) EDL, em que: difere do grupo
Ctrl*, mdxCT® e mdxP¢; P<0,0001; Diminuigdo significativa da area inflamatéria nos miisculos (f) BB ¢ (g)
DIA, em que difere do grupo Ctrl*, mdxCT® e mdxP®; P<0,0001; (h) TA, em que difere do grupo Ctrl?,
mdxCTP®; P<0,0025; e (i) difere do grupo Ctrl?, mdxCTP e mdxP®; P<0,0034. One-way, ANOVA, pos teste
de Tukey. Barra de escala: 100 um.

Figura 19 - Macrotagos (F4/80)
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Legenda: Cortes transversais dos miisculos BB, DIA, TA e EDL dos diferentes grupos experimentais com
a (a) imunofluorescéncia, incubagdo com F4/80 mostrando areas com infiltrado de macréfagos. Ctrl:
camundongos C57BL/10 do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solu¢@o salina; mdxP:
camundongos mdx tratados com prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da
soja. Média e desvio padrio (b) difere de Ctrl?; difere do grupo mdxCT® e difere do grupo e mdxP;
p<0,0001; (c) difere de Ctrl®; difere do grupo mdxCT® e difere do grupo e mdxP®; p<0,0001; (d) difere de
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Ctrl?; p<0,0066; (e) difere de Ctrl?; difere do grupo mdxCTP®; p< 0,0001. One-way, ANOVA, pos teste de
Tukey. Barra de escala: 100 pm.

Figura 20 - NF-kB

a. ' b.
NF-kB ~ 65 kDa mm NFxB~65kDa W e =
GapoH - 36kDa Y QU @ GAPDH~36kDa ' W% e

Nivels relativos de NF-k[}

Nivels refativos de NF&[}

ctrl mdxCT  mdxP mdx$s ctrl mdxCT  mdxP mdxS

Fonte: Autora.

Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para NF-kB. Ctrl: camundongos do grupo controle;
mdxCT: camundongos mdx tratados com solugdo salina; mdxP: camundongos mdx tratados com
Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Niveis relativos de NF-kf3
no musculo (a) BB: difere do grupo Ctrl?; difere do grupo mdxCT®; p<0,0070; e musculo (b) DIA: difere
do grupo Ctrl?; difere do grupo mdxCT?; p<0,0029. One-way, ANOVA, pos teste de Tukey.

6.7 EFEITO DO EX-ETOH 70% NA DEGENERACAO/REGENERACAO

No BB, os animais do grupo mdx, tanto os controles quanto os tratados com
prednisona, exibiram miofibras necroticas positivas para IgG (Figura 21a). No entanto, o
tratamento com o Ex-EtOH 70% foi capaz de reduzir significativamente essa incidéncia,
com diminui¢des de 65,7% e 46,1%, respectivamente, em relagdo aos grupos mdxCT e
mdxP (Figura 21b). Além disso, os animais mdx apresentaram uma quantidade
significativa de fibras com nucleos centralizados (Figura 18a) quando comparados ao
grupo controle (Ctrl). Apos o tratamento com o extrato fracionado de soja, o grupo mdxS
demonstrou um aumento significativo na propor¢do de fibras musculares regeneradas
com nucleos centrais em comparagao aos grupos mdxCT e mdxP no BB, com aumentos
de 107,2% e 52,6%, respectivamente (Figura 18b).

No DIA, os animais do grupo mdx controle e aqueles tratados com glicocorticoide
apresentaram miofibras necroticas positivas para IgG. Esse marcador foi
significativamente reduzido pelo tratamento com o Ex-EtOH 70%, com diminui¢des de
65,7% e 46,1%, respectivamente, em relacdo aos grupos mdxCT e mdxP (Figura 21c).

Além disso, todos os grupos mdx apresentaram um niimero significativamente maior de
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fibras musculares com nucleos centralizados em comparagdo ao grupo Ctrl. Apds o
tratamento com o Ex-EtOH 70%, observou-se um expressivo aumento no nimero de
fibras regeneradas no musculo DIA, com aumentos de 120,1% e 72,8% em relacao aos
grupos mdxCT e mdxP, respectivamente (Figura 18c).

Os camundongos do grupo mdx apresentaram uma maior incidéncia de miofibras
necroéticas positivas para IgG no TA em comparacgao ao grupo Ctrl. Apods o tratamento
com o extrato fracionado de soja, observou-se uma redugao significativa na porcentagem
de miofibras necréticas nos grupos tratados, com diminuicdes de 50,6% e 45,9% em
relagdo aos grupos mdxCT e mdxP, respectivamente (Figura 21d). Além disso, os
camundongos mdx exibiram fibras musculares com nucleos centralizados em maior
quantidade em comparacdo ao grupo Ctrl. O tratamento com o Ex-EtOH 70% resultou
em um aumento significativo na proporcao de fibras regeneradas com nucleos
centralizados no grupo mdxS neste musculo, com incrementos de 40% e 11% em relagao
aos grupos mdxCT e mdxP, respectivamente (Figura 18d).

No EDL, os animais do grupo mdx controle apresentaram miofibras necroticas
positivas para IgG. Embora o tratamento com o Ex-EtOH 70% tenha reduzido a
incidéncia dessas miofibras, a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Figura
21e). Quanto as fibras musculares com nucleos centralizados, os animais mdx mostraram
um aumento significativo em comparagao ao grupo Ctrl. Apos o tratamento com o extrato
fracionado de soja, o grupo mdxS exibiu um aumento significativo na proporg¢ao de fibras
regeneradas com nucleos centrais, com incrementos de 25% e 13% em relacdo aos grupos

mdxCT e mdxP, respectivamente (Figura 18e).
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Figura 21 - IgG
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Fonte: Autora.

Legenda: (a) Cortes histolégicos dos mtisculos BB, DIA, TA e EDL com fibras positivas ao IgG indicadas
pela seta branca. Ctrl: camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solugdo
salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato
fracionado da soja. Média e desvio padrao da porcentagem de fibras positivas ao IgG nos musculos (b) BB
em que: difere do grupo Ctrl?; difere do grupo mdxP¢; P<0,0001; (¢) DIA em que: difere do grupo Ctrl?;
difere do grupo mdxCT?; P<0,0005; (d) TA em que: difere do grupo Ctrl*; mdxCT®; e mdxP; P<0,0001 e
(e) EDL, em que: difere do grupo Ctrl*; mdxCT®; P<0,0001; One way ANOVA, pos teste de Tukey. Barra
de escala: 100 pm.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta o potencial efeito antioxidante do extrato fracionado
de soja no modelo experimental da DMD, o camundongo mdx. A andlise funcional,
bioquimica e histopatoldgica demonstra ser benéfica e de boa tolerancia para os animais
distroficos, com grande implicacdo protetora a condigdo severa da doenga nos musculos
distroficos estudados. As isoflavonas presentes no Ex-EtOH 70% possuem as
propriedades bioativas que melhor atuam frente a lesdo muscular.

A relagdo entre a genisteina e o sistema antioxidante ¢ multifacetada e evidencia
seu papel como um agente antioxidante eficaz. A genisteina apresenta propriedades
antioxidantes significativas ao atuar na eliminagdo de radicais livres por meio de
mecanismos de transferéncia sequencial de elétrons com perda de prétons (Sharifi-Rad
et. al.,, 2021). Esse processo permite a neutralizagdo dos radicais livres, o que melhora
diversas vias antioxidantes, reduz o estresse oxidativo e minimiza a inflamag¢do em
diferentes contextos biologicos (Barbosa et. al., 2010). Dessa forma, a genisteina
desempenha um papel relevante na promog¢ao da saude ao contribuir para o equilibrio
redox celular e a mitigagao de danos oxidativos (Paciotti et. al., 2022). A administracao
da genisteina em ratos resultou entre outros efeitos, normaliza¢do das irregularidades
histologicas, inducdo de respostas antioxidantes, atenuacdo de citocinas pro-
inflamatoérias, como IL-6 e TNF-a, e prote¢ao contra o estresse oxidativo (Xiao e Hendry,
2023). Mohamed et. al. (2009) concluiram que a genisteina induz ativagdao do perfil
antioxidante, reduz os niveis de IL-6 e TNF-a e atenua o dano oxidativo em ratos.

Os glicocorticoides sintéticos, como a prednisona, sdo investigados e aceitos como
tratamento para a DMD por apresentar significativa melhora da condi¢do danosa desses
pacientes (Brooke, Fenichel et. al., 1987; Fenichel, Florence et. al., 1991; Li, Cai et. al.,
2013). No presente estudo, a prednisona ndo foi efetiva na prevengdo da degeneracdo
muscular em nenhum dos musculos avaliados e ndo foi capaz de reduzir lesdo muscular
do modelo mdx no periodo de tratamento proposto, mesmo contribuindo com a melhora
da for¢a muscular. Mesmo assim, o estudo de Matthews et. al., (2016), mostra que o
tratamento a longo prazo com este anti-inflamatorio corticosteroide nao foi capaz de
evitar o declinio progressivo da for¢a muscular dos animais distroéfico. Além destas

constatacgoes, a disponibilidade de receptores de glicocorticoides no musculo esquelético
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¢ extremamente baixa quando comparada aos receptores estrogénicos (Feder, lerardi et.
al., 2018).

O Ex-EtOH 70% foi benéfico no camundongo mdx, muito provavelmente pela
acdo estrogénica das isoflavonas no tecido muscular distréfico, pela interagdo e
modulacdo dos ERs (modulador seletivo do receptor de estrogénio-SERM) (Reinli and
Block 1996; Hernandez, Zhao et. al., 2018; Tham, Gardner et. al., 1998). Nao s6 por suas
ligacdes aos ERs, as isoflavonas manifestam sua bioatividade por inibir tirosinas
quinases, possuir atividade antioxidante, ligar e ativar os reguladores proliferadores de
peroxissoma a € v, inibir enzimas na biossintese de esteroides, exercer forte influéncia na
funcdo das células natural killer, promover a ativagdo de subconjuntos especificos de
células T e impedir a metastase especificamente no cancer de mama (Barnes, 2010). A
acdo protetora do estrogénio no tecido muscular distréfico ja é conhecida. Camundongos
mdx fémeas submetidas ao exercicio fisico intenso apresentam indicadores de lesdo
muscular menores em comparacdo aos animais machos (Hermes et. al., 2018).

Da mesma forma, os SERMs ja demonstraram efeito benéfico sobre o tecido
muscular distrofico (Dorchies, Reutenauer-Patte er. al, 2013). Porém, algumas
explicagdes de seus efeitos sdo inconclusivas, possivelmente pelas diferentes respostas na
interagdo com todos os tipos de ERs. A modulagdo do ER-f3 melhora o influxo exacerbado
de calcio pela regulagao da TPM e inativagao da enzima CypD (Burstein, Kim et. al,
2018). A inativacao da expressao de CypD em camundongos mdx, tornou as mitocondrias
resistentes ao influxo exacerbado intracelular de calcio, reduzindo assim a mionecrose
(Millay, Sargent et. al., 2008).

Colaborando com nossos achados, estudos preliminares mostram que a
administracdo de 2mg/kg da isoflavona genisteina em camundongos mdx tem a
capacidade de melhorar a fun¢do muscular associado a uma atenuagdo da ativacdo de
fator nuclear kappa-B, MAPKs e ativacio de TNF-a, bem como reduz a apoptose
(Messina, Bitto et. al, 2011, Messina, Bitto et. al., 2015). O musculo esquelético
demonstra alta adaptabilidade e potencial regenerativo, capaz de compensar a perda de
até 20% de sua massa muscular, que ocorre apds a resposta inflamatodria: reparo,
regeneracdo e crescimento muscular, que inclui a ativacdo e proliferacdo de células
satélites e finalmente, sua diferenciagao (Liu et. al., 2018).

O aumento da inflamagao e da fibrose sao comuns na DMD, contribuindo para o

dano muscular e, consequentemente, a formagao do nucleo central (Michelucci et. al,
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2017). A presenca de fibras com nucleo central estd associada a disfungdo mitocondrial e
ao estresse oxidativo. As abordagens antioxidantes sugerem um papel protetor contra a
degeneracao muscular (Klingler et. al., 2012). Conforme exposto nos resultados do BB,
DIA, TA e EDL, foi possivel observar que a administragdo do Ex-EtOH 70% tem a¢do
protetora devido ao aumento de fibras com nticleo central e diminui¢do de marcadores de
lesdo.

Considerando o estudo de Kim et. al., (2018), nossos resultados sdo promissores,
uma vez que a administragdo do Ex-EtOH 70% contendo quantidade equivalente de
genisteina se mostrou mais potente do que a propria isoflavona isolada na inibi¢do da
proliferacdo do cancer de mama em camundongos fémeas da linhagem Balb/c (Kim,
Jeong et. al, 2008). Sabendo que a atividade antioxidante das isoflavonas ja foi
comprovada em experimentos tanto in vitro e in vivo (Ruiz-Larrea, Mohan et. al., 1997),
a utilizacdo do Ex-EtOH 70% em camundongos mdx mostra-se promissora pelos
possiveis efeitos benéficos de reducdo do estresse oxidativo e regulagdo da atividade de
enzimas antioxidantes. De acordo com estudos realizados por Tan et. al., (2019) incluindo
soja na dieta de peixes, as enzimas antioxidantes SOD e GSH peroxidase tiveram sua
expressdo aumentada.

A energia gerada pelas células ¢ de responsabilidade mitocondrial, que também
conta com a producdo de EROs em concentrac¢des equilibradas. Para manter os niveis de
EROs estaveis, as mitocondrias possuem um sistema antioxidante proprio, responsavel
pela eliminac¢do e neutralizagdo dos radicais livres, compreendido pelos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (Belhadj Slimen, 2014). Como dito por Barbieri e Sestili
(2011), as enzimas SOD e NF-kB s3ao componentes cruciais na resposta adaptativa das
células musculares esqueléticas ao estresse oxidativo, com importancia na manutengao
da homeostase redox. Sendo assim, os efeitos de Ex-EtOH 70% foram benéficos no tecido
muscular distréfico dos camundongos estudados pela redugdo de marcadores
inflamatorios e oxidativos. Sobrecargas de Ca** na matriz mitocondrial promove danos a
longo prazo, principalmente abertura prolongada do PTP, incitando a despolariza¢ao
mitocondrial, reduc¢do da sintese de ATP e hidrolise do ATP glicolitico (Casati, et. al.,
2024).

Conforme ja visto, o estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre EROs e
as defesas antioxidantes do organismo, levando a danos celulares. A lipofuscina ¢ um

marcador do estresse oxidativo, acumulando-se nas células como subproduto da
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peroxidacgao lipidica e do envelhecimento celular (Gagné, 2013). Conforme observado no
presente estudo, houve diminui¢do dos granulos de lipofuscina em todos os musculos
observados, podendo indicar reducao no estresse oxidativo e na peroxidagao lipidica nas
células. O DHE ¢ utilizado para detectar niveis de superoxido, fornecendo indicagcdes de
estresse oxidativo nos tecidos (Vincent et. al., 2021). A catalase desempenha um papel
essencial na desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio, decompondo o peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (Srivastava et. al., 2017; Vincent et. al., 2021). O aumento
da catalase visto no BB pode indicar que o tratamento com Ex-EtOH 70% pode ter
estimulado a atividade antioxidante celular, aumentando a capacidade das células
musculares de neutralizarem o peréxido de hidrogénio e, assim, reduzir o estresse
oxidativo. Esse efeito pode ajudar a minimizar os danos musculares e inflamacao,
contribuindo para a prote¢do e regeneragao muscular na DMD.

De acordo com os resultados observados nos baixos niveis de adutos de 4-HNE,
os camundongos mdx possuem baixa peroxidagdo lipidica. A enzima 4-HNE ¢ um
aldeido altamente reativo formado como um subproduto da oxidagdo de acidos graxos
insaturados durante o estresse oxidativo (Esterbauer et. al., 1990). De acordo com Uchida
et. al., (2017), a 4-HNE ¢ capaz de modificar proteinas, lipidios e DNA, levando a
disfun¢do celular e contribuindo para o desenvolvimento de varias doengas, como o
cancer, doengas neurodegenerativas e doengas cardiovasculares. Além de ser considerada
uma toxina celular, também pode atuar como um segundo mensageiro intracelular,
modulando a atividade de varias proteinas quinases e fatores de transcricdo que regulam
respostas celulares ao estresse oxidativo (Li et. al., 2022). Ayala et. al., (2014) mostraram
que niveis elevados dessa enzima estdo associados a diversas doencas humanas,
ressaltando seu papel critico como marcados do estresse oxidativo € mediador direto de
danos celulares e disfuncdo tecidual. O 4-HNE ¢ um aldeido reativo gerado durante a
peroxidacdo lipidica, contribuindo para o estresse oxidativo e danos as estruturas
celulares (Cao et. al, 2002). Sua detoxificagcdo ocorre principalmente por meio da
conjugacao com GSH, processo fundamental para minimizar os efeitos citotoxicos do
4HNE (Alary et. al., 2003). Nesse cenario, a acdo antioxidante do extrato da soja foi capaz
de melhorar a peroxidacdo lipidica no BB.

O GSH ¢ um dos principais antioxidantes endégenos presentes nas células e atua
neutralizando espécies reativas de oxigénio (EROs) e radicais livres que sao produtos do

metabolismo celular e podem causar danos as células e aos tecidos (Ballatori, 2009). A
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glutationa desempenha um papel fundamental na manuteng¢ao do equilibrio redox celular,
participando de reagdes de oxirredugdo, alternando entre sua forma reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG). A forma reduzida (GSH) ¢ essencial para neutralizar EROs e restaurar
0 GSSG para GSH através da agao da enzima glutationa redutase (Dickinson e Forman,
2002). O GSH atua como um antioxidante essencial, protegendo as células contra danos
oxidativos. Na DMD, a redug¢do dos niveis de GSH esta associada ao aumento do estresse
oxidativo e a intensificacao da lesdo muscular (Almeida-Becerril et. al., 2023; Khouzami
et. al., 2010). Evidéncias sugerem que o aumento dos niveis de GSH pode atenuar a
citotoxicidade induzida por 4HNE, refor¢cando seu papel protetor (Cao et. al., 2002).
Dessa forma, o equilibrio redox se justifica para limitar os danos celulares e retardar a
progressao de doengas associadas ao estresse oxidativo. Nossos resultados indicam acao
benéfica do extrato da soja por restaurar o estado redox no DIA dos animais distroficos.
No BB, o aumento do GSH pode sugerir um mecanismo compensatorio para
neutralizagdo das EROs.

O NF-kB ¢ um fator de transcricdo que controla a expressao de genes associados
a resposta inflamatoria, incluindo TNF-a, IL-1B e IL-6 (Lawrence, 2009). Ele
desempenha um papel fundamental na ativagdo de macréfagos e outras células imunes
quando confrontada com estimulos inflamatorios. No contexto da DMD, o NF-kB tem
sido associado ao desenvolvimento de inflamag¢ao muscular cronica (Acharyya et. al.,
2005). Pesquisas indicam que a ativagao sustentada do NF-kB pode contribuir para o dano
muscular persistente observado na DMD, estimulando a produgdo de citocinas
inflamatorias e promovendo a quebra de proteinas (Falzarano et. al., 2015; Acharyya et.
al., 2005). A relagao entre NF-kB, inflamagdo cronica e a DMD ¢ fundamental para
compreender a patologia da doenga e as possiveis abordagens terapéuticas. O NF-«xB ¢
um fator de transcri¢do que, quando ativado, contribui para a inflamacao e degeneracao
muscular na DMD. Estudos sugerem que a inibi¢do de NF-kB pode reduzir a patologia
muscular e a inflamagcdo em modelos da doenca. Estudos de Acharyya et. al., (2007)
demonstram que a ativacdo de NF-kB permanece persistentemente elevada em células
imunes e fibras musculares, resultando em inflamagao cronica e necrose muscular. Por
outro lado, Proto (2013) e Yang et. al.,, (2012) em seus achados mostram que a inibi¢do
especialmente da subunidade p65, melhoraram a regeneracdo muscular e reduziram a
inflamacdo em modelos de camundongos mdx. A terapia genética, por meio da

administracao mediada por AAV de p65-shRNA, resultou em uma redugao significativa
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dos niveis de NF-«B, melhorando a patologia muscular em camundongos mdx (Yang et.
al., 2012). Entretanto, embora a inibi¢do de NF-xB seja promissora, a ubiquitinacdo da
via representa desafios para a aplicagao clinica, uma vez que a inibi¢ao generalizada pode
resultar em efeitos adversos, como a toxicidade renal, observada em alguns estudos (Reay
et. al., 2015). Varias estratégias terapéuticas com foco na modula¢do do NF-kB foram
exploradas como meios potenciais para aliviar a inflamagdo e retardar a progressdao da
DMD (Malik et. al., 2012).

A interagdo entre macrofagos, inflamacdo e a via de sinalizagdo NF-«xB ¢ central
para a compreensdo da DMD. Os macréfagos desempenham um papel dual na doenga,
contribuindo tanto para a inflamagao quanto para a regeneragdo muscular, enquanto a via
NF-«kB atua como um regulador essencial desses processos. Durante o reparo tecidual, os
macréfagos alternam entre estados pro-inflamatorios (M1) e anti-inflamatorios (M2),
sendo indispensaveis para a regeneragdo muscular. No entanto, na DMD, essa transicao
¢ desregulada, resultando em inflamagao persistente, regeneragdo muscular prejudicada e
acumulo de fibrose no tecido muscular (He, 2016; Hernandez-Torres et. al., 2024). Além
disso, a via NF-kB est4 hiperativada na DMD, particularmente em macréfagos e fibras
musculares, promovendo inflamag¢ao cronica e necrose muscular (Acharyya et. al., 2007).
A inflamagdo cronica na DMD, gerada pela ativagdo continua de macrofagos e da via NF-
kB, leva a altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6, exacerbando
a degeneragdao muscular (Messina et. al., 2011). Essa interacdo entre macrofagos e NF-
kB ndo s6 amplifica os danos musculares, como também sugere que intervengdes voltadas
para essa relagdo podem ser eficazes no manejo da doenca (He, 2016; Acharyya et. al.,
2007). Assim, nés observamos que o Ex-EtOH 70% teve acdo anti-inflamatoria por
reduzir os niveis de macrofagos e NF-kB no BB e DIA dos camundongos mdx.

Os nucleos centrais sdo prevalentes em musculos distroéficos devido aos ciclos
repetidos de degeneracdo e regeneragdo (Saponjian, 2016). No entanto, com o avango da
DMD, a capacidade regenerativa das fibras musculares diminui, levando ao aumento da
nucleacao central (Chemello et al., 2020). O indice nuclear central, usado como medida
de regeneragdo muscular, tende a diminuir com tratamentos eficazes, indicando uma

melhora na satde muscular (Zschiintzsch et. al., 2020).
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8 CONCLUSAO

O Ex-EtOH 70% rico em isoflavonas demonstrou ser seguro e benéfico no modelo
de camundongo mdx, promovendo melhora na funcao muscular e redu¢do da miopatia.
As isoflavonas atuaram por meio da via de inibi¢do de NF-kB e da reducdo da produgdo
de EROs, modulando o estresse oxidativo e a inflamagdo, além de regular os processos
de degeneracdo e regeneracdo no musculo distrofico. Investigacdes futuras desses
mecanismos podem esclarecer o potencial terapéutico das isoflavonas na ativagao da via

miogénica para o reparo muscular em casos de DMD.
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ANEXOS
ANEXO |
Certificado CEUA

MINISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
Lei i@ 11154, de 29 de julho de 2005

Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Efeito do extrato fracionado da

soja no musculo distrofico de camundongos mdx., registrada com o n? 0019/2021, sob a
responsabilidade de Tulio de Almeida Hermes, que envolve a produgde, manutencdo ou utilizacao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica, com vigéncia de 29/09/2021 a 30/09/2024, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Total de Total de Total de
Eopacie/linhagem/raca animais machos fémeas Origem
Roedor | C57blf10-dmdmdx|20 10 10 Centro muttidisciplinar para Investigacio blolgica (cemib)
Roedor | C57blf10scer 20 10 10 Centro multidisciplinar para investigacio bioldgica (cemib)

Alfenas, 13 de Outubro de 2022

Prof{a). Dr{a). Pollyanna Francielli de Oliveira
Coordenador(a) do CEUAJUNIFAL - MG

Yam verficar autesticadade nonsse: Bttp:sntemas untdnl-my. odo brinpplceanfautesticd adecertificado/ & dagrbe o chaves 281 102ab]1 062 ThebBa(BEREE1 1 40T
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ASSOCIACAO ECOVIDA DE
CERTIFICACAO PARTICIPATIVA

OPAC cadastrada no MAPA sob o N2 05
CNPJ: 04,371.122/0001-45

CERTIFICADO DE CONFORMIDADE ORGANICA

Certificado N2: RS05070/2021

A Comissdo de Etica do Nucleo Serra da Associacao Ecovida de Certificacdo Participativa, CNPJ:
04.371.122/0001-45, declara que a agroindustria de Coopenatural Comercio de Produtos Organicos e Naturais
Ltda., CNPJ: 09.027.941/0001-93, pertencente ao grupo ecoldgico COOPERNATURAL- Coop agrop. de Producao. e

Com, Vida Natural filiado a este Nucleo, estd em conformidade com as normas e principios estabelecidos pelo
OPAC: ASSOCIACAO ECOVIDA DE CERTIFICACAO PARTICIPATIVA, integrante da Rede Ecovida de Agroecologia, e

com a lei 10.831/03 e seus dispositivaos complementares.

Validade deste certificado: UM ANO.

Picada Café - RS, 25 de Julho de 2021

.

—

? REDE DE AGROECOLOGIA

€COoVIDA

Certificado N: RS05070/2021
Data da ultima avaliacao de conformidade pelo niucleo: Visita & agroinddstria 28/06/2021

rang do sitn tl.Ho0

lane da Silva Mattos

ASSOCIACAO ECOVIDA DE
CERTIFICAGCAO PARTICIPATIVA

OPAC cadastrada no MAPA sob o N2 05
CNPJ: 04.371.122/0001-45

Endereco da agroindustria: Rua Heinrich Bundechen 355, Floresta - Picada Cafe

Escopo: Processamento de Produtos de Origem Vegetal

Relacao de produtos:

1} Agdcar mascava
2) Amaranto grao

3) Arroz

4) Afror arboren

50 Arroz intagral

6} Arroz negro

T1 Arroz vermelna

B} Barra de cereas

) Canjca de miho

10} Cereal de arroz ¢ cocau
11} Cereal de milha e cocau
1Z) Chia

13) Farelo de aves

14] Farinha de amarantu
15} Farinha de armz

16} Farinha de arroz integral
17} Farinha de avea

18] Farinha de centiio

19] Farinha de cevada

20]) Farinha de mandoca
21) Farinha de miiha

22) Farinha de sorgo

23) Farinha de trigo sarracena
24) Fejao

25] Feqdo azuld

26) Feifio canoca

27} Fegan preto

28) Fefjan vermeino
29) Flocos de amaranta
30} Fiaeos de aveia

31) Flocos de miha

32) Grao de bio

33} Lntaca dowrada
34) Linhaca masrom
35) Medado de cana

36) Milho prpoca

37| Moz peca

38) Oloo de s

39) Polviha azedo
40) Pohvilho doce
A1) Sofa em grio <
42) Trigo em gria




