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RESUMO 

 

O influxo de cálcio é um dos principais mecanismos envolvidos na degeneração muscular 

na distrofia muscular de Duchenne (DMD). O excesso de cálcio no citoplasma das células 

musculares distróficas acumula-se nas mitocôndrias. Esse processo intensifica a produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), desencadeando estresse oxidativo e inflamação. 

Em camundongos mdx, a genisteína demonstrou efeitos antioxidantes e benefícios 

superiores quando administrada como parte do Ex-EtOH 70%, em comparação à 

genisteína isolada. Este estudo investiga o efeito antioxidante do extrato fracionado de 

soja contendo 2 mg/kg de genisteína no músculo distrófico de camundongos mdx. Foram 

realizadas as seguintes técnicas: análise da toxicidade do extrato fracionado da soja (AST 

e ALT); análise de CK; análise histopatológica de fígado e rins; avaliação de força antes, 

durante e após os tratamentos; quantificação dos grânulos de lipofuscina dos músculos e 

análise da área de DHE dos músculos BB, DIA, TA e EDL; níveis de CAT, SOD2, NF-

kB e 4-HNE dos músculos BB e DIA; dosagem de GSH do músculo BB, DIA, TA e EDL; 

análise de área de inflamação e macrófago dos músculos BB, DIA, TA e EDL; 

quantificação de fibras positivas ao IgG e quantificação de fibras com núcleo central dos 

músculos BB, DIA, TA e EDL. O Ex-EtOH 70% rico em isoflavonas não teve efeito 

tóxico em camundongos mdx e atenuou o dano muscular (aumentou a força muscular e 

reduziu os níveis de IgG-positivo (21%-BB; 65,7%-DIA; 50,6%-TA e 37%-EDL) e CK 

(92,5%)), o processo inflamatório (reduziu NF-κB (58,2%-BB; 46,9%-DIA)), área 

inflamatória (7,9%-BB; 44,6%-DIA e 8,3%-TA) e de macrófagos (21,3%-BB e 89,2%-

DIA)) e o estresse oxidativo ((reduziu a produção 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) e 

aumentou os níveis de catalase e GSH (37,2% e 58,5%-BB)); e modulou a regeneração 

(aumento de núcleos centralizados (11,4%-BB; 120,1%-DIA; 11%-TA e 25,7%-EDL). O 

Ex-EtOH 70% rico em isoflavonas demonstrou ser seguro e benéfico no modelo de 

camundongo mdx, promovendo melhora na função muscular e redução da miopatia. 

Palavras Chaves: estresse oxidativo; fitoestrógeno; 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-κB (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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE 

 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doença genética progressiva 

que provoca a degeneração da musculatura esquelética, afetando predominantemente 

indivíduos do sexo masculino (Bonfante et al., 2024; Caromano, 1999). Por ser ligado ao 

cromossomo X, é mais frequentemente manifestada no sexo masculino, afetando 

aproximadamente 1 em cada 3500-6000 nascidos vivos (Mendell, Shilling et al., 2012). 

Essa condição resulta de mutações no gene DMD, localizado no cromossomo X, que 

comprometem a produção de distrofina, uma proteína essencial para a integridade 

muscular (Campos et al., 2024).  

A doença é caracterizada por fraqueza muscular progressiva iniciada na primeira 

infância, com dificuldade para ficar de pé por volta dos 2 a 3 anos de idade, dependência 

de cadeira de rodas por volta dos 10 a 12 anos de idade, necessidade de ventilação 

assistida no final da segunda década de vida e morte por insuficiência cardiorrespiratória 

entre 20 e 40 anos de idade (Duan et al., 2021; Figura 1). 

A causas genéticas da DMD estão relacionadas a mutações no braço curto do cromossomo 

X (lócus Xp21), que afetam a expressão da distrofina, proteína que desempenha função 

estrutural no sarcolema das fibras musculares, garantindo estabilidade às fibras 

musculares para suportar as tensões mecânicas geradas durante os ciclos de contração e 

relaxamento muscular (Biggar et al., 2022; Bogdanovich et al., 2004). 

Na DMD, a ausência da distrofina causa o colapso funcional entre as proteínas do 

citoesqueleto e a matriz extracelular. Isso resulta em instabilidade do sarcolema durante 

as contrações musculares, levando a desequilíbrios na homeostase intracelular de cálcio, 

hiper contração miofibrilar, ativação de proteases endógenas e, por fim, necrose das fibras 

musculares (Bogdanovich et al., 2004; Bonfant et al., 2024; Figura 2). 
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Figura 1 - Evolução da Distrofia Muscular de Duchenne. 

Fonte: Adaptado de Movimento Duchenne, 2021. 
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Figura 2 - Papel da Distrofina na Integridade do Sarcolema: Comparação entre a Estrutura 

Normal e a Deficiência na Distrofia Muscular 

 
Fonte: Adaptado de Lecturio, 2022.  

Legenda: (a) Distrofina mantendo a ligação do complexo proteico associado à distrofina ao 

citoesqueleto da célula muscular; (b) instabilidade celular devido à ausência da distrofina.  
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1.2 HIPÓTESE MECÂNICA E RELAÇÃO COM O ESTRESSE OXIDATIVO. 

 

Algumas hipóteses procuram explicar os mecanismos que levam à degeneração 

muscular nos músculos distróficos, dentre estas destaca-se a hipótese mecânica, a qual 

sugere que os músculos se tornem susceptíveis à lesão durante os ciclos de contração e 

relaxamento, devido a deficiência de ligação entre os meios intra e extracelular pela 

ausência da distrofina (Engel, Yamamoto et al. 1998). Em virtude desta fragilidade, 

ocorrem áreas de descontinuidade do sarcolema, permitindo a passagem de substâncias 

do meio intracelular para o meio extracelular, como a enzima creatina quinase (CK) e do 

meio extracelular para o meio intracelular, como o cálcio (Engel, Yamamoto et al. 1998). 

O acúmulo intracelular de cálcio resulta na captação anormal deste pela mitocôndria, 

ocasionando aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Brookes, 

Yoon et al. 2004). A forma reduzida do oxigênio molecular, o ânion superóxido (O2•–) 

é a primeira classe das EROs produzida, formado a partir da transferência incompleta de 

elétrons do complexo I e III da cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria 

(Trachootham et al. 2008). Por não atravessar facilmente as membranas celulares, 

normalmente permanece confinada na matriz mitocondrial (Evans, 2000). No entanto, o 

O2•– pode sofrer dismutação espontânea ou por ação enzimática da Superóxido 

dismutase (SOD), levando à formação de peróxido de hidrogênio (H2O2), que ao contrário 

do O2•–, possui a capacidade de atravessar facilmente as membranas biológicas (Droge, 

2002; Fridovich 1995). O H2O2 formado, é também potencialmente perigoso, pois a partir 

da oxidação de metais de transição que se encontram livremente disponíveis na célula, 

como o ferro (Fe2+), pode produzir o radical hidroxila (OH•) (Reação de Fenton) 

(Barreiros and David, 2006). 

O OH• causa danos ao DNA, RNA, às proteínas, lipídios e membranas celulares 

do núcleo e mitocondrial. No DNA, ele afeta tanto as bases nitrogenadas quanto a 

desoxirribose. O ataque ao açúcar pode ser realizado por abstração de um dos átomos de 

hidrogênio e quase sempre leva à ruptura da cadeia de DNA e quando produzido perto de 

uma membrana, os lipídeos podem ser oxidados por ele e iniciar uma reação em cadeia 

com radicais livres, que danificam a membrana, gerando no final um peróxido lipídico 

(LOOH). Um dos perigos da peroxidação lipídica além do dano à membrana é a produção 

de subprodutos, tais como 4-hidróxi-2-nonenal (4-HNE) (Barreiros and David, 2006; 

Forman, Zhang et al. 2009). 
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A produção de EROs como parte integrante do metabolismo humano é 

normalmente controlada por um eficiente sistema antioxidante composto por enzimas 

(Superóxido Dismutase, SOD; Catalase, CAT e Glutationa Peroxidase, GPx) e 

substâncias protetoras não enzimáticas (inclui especialmente compostos de origem 

dietética, dentre os quais se destacam as vitaminas, minerais e compostos fenólicos). 

Algumas dessas enzimas atuam reduzindo a velocidade de iniciação dos processos 

radicalares, suprimindo a geração de radicais livres, ou eliminando-os (de Zwart, 

Meerman et al., 1999). No entanto, em condições de exaustão como observado na DMD, 

é criado um estado de estresse oxidativo, levando a danos no sistema biológico 

(Vasconcelos, 2007). Associado a este processo, a resposta inflamatória, a qual é bastante 

pronunciada na DMD, vem sendo considerada um mecanismo de ordem secundária, que 

contribui para a progressão da doença (Hodgetts, Radley et al., 2006), dando lugar ao 

estresse oxidativo, como um dos eventos iniciais e 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 distróficos e das 4 

semanas de idade em camundongos mdx (Nakae, Stoward et al., 2004). 

As EROs em altas concentrações ativam a enzima IKB-kinase (IKK), que induz a 

ativação do NF-κB a partir fosforilação da sua proteína inibitória (IKB-α) (Ghosh and 

Hayden, 2008; Ogihara, Asano et al., 2004,). Desta forma, o NF-κB se transloca para o 

núcleo, ativando processos de transcrição de diversos genes relacionados à inflamação, 

como citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α), moléculas de adesão, matriz 

metaloproteinase (MMPs), cicloxigenase-2 (COX-2) e óxido nítrico sintase induzível (i-

NOS) (Tak and Firestein, 2001). Evidências indicam também o envolvimento das 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) na patogênese da inflamação; 

particularmente no animal distrófico, observa-se uma up-regulação dessas proteínas 

(Nakamura, Yoshida et al., 2005). Embora as MAPKs possam regular o próprio NF-κB 

(Kyriakis and Avruch, 2001), estas proteínas, especificamente a p38, são ativadas 

diretamente pela produção das EROs (Jia, Wei et al., 2007) regulando a produção de 

citocinas (Lee, Prabhakar et al., 1994). 
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Figura 3 - Representação esquemática da DMD. 

 
Fonte: Adaptado de Yao et al., 2021. 

 

1.3 MODELO MURINO DA DMD: A LINHAGEM MDX  

 

O estudo e compreensão destes e demais eventos biológicos ocorridos na DMD 

tiveram grande avanço 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 é homólogo ao dos pacientes 

com DMD, apresentando também ausência de distrofina, tornando-o um valioso modelo 

para estudos da DMD. O camundongo mdx é o modelo animal preferido da DMD, devido 

à larga disponibilidade e baixo custo de produção e manutenção (Tanabe, Esaki et al., 

1986). Embora o camundongo mdx apresente intenso infiltrado inflamatório nas áreas de 

mionecrose, difere da distrofia humana por não apresentar fibrose intensa e depósito de 

tecido adiposo na maioria dos tecidos musculares esqueléticos, além do fato de os 
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músculos do mdx regenerarem sucessivamente após necrose, pelo menos durante a fase 

adulta do animal (Cullen and Jaros, 1988). Estudos mostraram que no período entre 21 e 

28 dias de vida pós-natal, observa-se extensa área de necrose no músculo tibial anterior 

destes animais (Shavlakadze, White et al., 2004). A intensa necrose miofibrilar observada 

neste período providencia um excelente modelo para o estudo de intervenções 

terapêuticas designadas para prevenir ou reduzir a necrose, uma vez que a redução da 

miopatia é facilmente identificada (Radley and Grounds, 2006). Entre 35 e 90 dias após 

o nascimento, a necrose atinge seu ápice, comprometendo um grande número de fibras. 

Neste período, encontram-se mais de 50% das fibras do músculo em regeneração, com 

diâmetro variável e centronucleação. Com cerca de 120 dias de idade, praticamente todas 

as fibras do músculo encontram-se regeneradas (Tanabe, Esaki et al., 1986).   

 

1.4 INFLUENCIA DO ESTROGÊNIO NO FENÓTIPO DA DMD 

 

Estudos com camundongos mdx machos e fêmeas sugerem diferenças entre os 

sexos, principalmente em relação ao metabolismo energético, composição do tipo de fibra 

e velocidade contrátil (Grounds, Radley et al. 2008). Geralmente, os músculos de machos 

tendem a ser mais rápidos e com maior potência que o das fêmeas, enquanto que os 

músculos das fêmeas são mais resistentes à fadiga, recuperam-se mais rapidamente das 

contrações repetidas e apresentam menos danos mecânicos após o exercício (Glenmark, 

Nilsson et al. 2004). Estas diferenças são em grande parte atribuídas aos níveis de 

estrógeno presentes nas fêmeas (Grounds, Radley et al. 2008). Estudos suportam esta 

hipótese, demonstrando que hormônios femininos, como o estrógeno, podem promover 

regeneração muscular em lesões musculares esqueléticas tanto em camundongos normais 

como em mdx (Tiidus 2001, Tiidus, Holden et al. 2001). Recentemente, foi demonstrado 

atenuação de marcadores estruturais e bioquímicos no tecido muscular distrófico de 

camundongos mdx fêmeas em relação aos machos em resposta ao exercício físico 

(Hermes, Kido et al. 2018).  

Esta influência ocorre a partir da interação do hormônio com seus receptores 

específicos, alpha (ER-α) e beta (ER-β), que atuam como fatores de transcrição através 

de uma sequência específica do DNA denominada elemento responsivo ao estrogênio 

(ERE) (Klinge 2001, Klinge, Jernigan et al., 2004). Estudos demonstraram a expressão 

destes receptores no músculo estriado esquelético (Kalbe, Mau et al., 2007; Lemoine, 
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Granier et al., 2003; Pfaffl, Lange et al., 2001;). O estrógeno, portanto, a partir da 

interação com seus receptores, parece exercer ação benéfica nas distrofinopatias. 

Reforçando esta hipótese, experimentos com cães distróficos já demonstraram que as 

fêmeas apresentam uma distrofia mais branda em relação aos machos (Valentine, Cooper 

et al., 1988).  

 

1.5 FITOESTRÓGENOS (FITOSERMS) 

 

Os chamados Moduladores Seletivos dos Receptores de Estrógeno (Selective 

Estrogen Receptor Modulators - SERM), possuem a capacidade de se ligar aos ERs e 

ativar os ERE, localizados na região promotora dos genes alvo de estrogênio, iniciando o 

processo de transcrição e síntese de RNAm (Diez-Perez, 2006). Dentre os tipos de 

SERMs existentes, a administração de tamoxifeno em camundongos mdx demonstrou 

efeito benéfico sobre o tecido muscular esquelético e cardíaco, melhorando as 

propriedades contrateis do musculo esquelético, favorecendo a regeneração, reduzindo a 

CK sérica e a fibrose ventricular (Dorchies, Reutenauer-Patte et al., 2013). Apesar destes 

serem resultados promissores, explicações sobre a prevenção da mionecrose e a 

modulação das respostas inflamatórias são inconclusivos. Ainda, estudos demonstram 

que o tamoxifeno pode agir com padrão de resposta inverso na dependência do tecido 

alvo, podendo atuar como agonista do estrógeno, estimulando a proliferação celular, 

como visto no endométrio de ratas (Katzenellenbogen, Choi et al., 2000), e no tecido 

ósseo, produzindo efeitos positivos na osteoporose (Marttunen, Hietanen et al., 1999; 

Singh, Martin-Hirsch et al., 2008), porém, em contrapartida, no tecido mamário ele age 

como antagonista, ligando-se aos ER das células cancerígenas inibindo sua proliferação 

(Sengupta and Jordan, 2008). A dominância do tipo de padrão de resposta, pode estar 

associado às especificidades funcionais de cada ER. O ER-β desempenha funções 

importantes na fisiologia de diversos tecidos, além de ser o receptor de estrogênio 

geralmente mais expresso, enquanto que o ER-α domina em poucos tecidos específicos, 

estando principalmente envolvido em eventos proliferativos (Bhat-Nakshatri, Wang et 

al., 2008; Gustafsson, Puntschart et al., 1999,). No tecido muscular esquelético, os ER-α 

e ER-β são co-expressos no núcleo da célula, mas também se encontram presentes nas 

células endotelial dos capilares sanguíneos (Wiik, Ekman et al., 2009). No camundongo 
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mdx, já foi demonstrado aumento da expressão destes receptores em comparação aos 

camundongos sadios (Feder, Rodrigues Barros Godoy et al., 2013).  

Assim como os SERMs sintéticos, as isoflavonas, encontradas em grandes 

quantidades em grãos ou subprodutos da soja, são compostos naturais da família dos 

flavonoides com propriedades de interação e modulação dos ERs, desempenhando ação 

mimética ao estrógeno, por esta razão são denominadas de fitoestrógenos ou fitoSERMs 

(Hernandez, Zhao et al., 2018; Reinli and Block, 1996; Tham, Gardner et al., 1998).  

As isoflavonas são compostos fenólicos pertencentes à classe dos flavonoides 

(Figura 4), encontrados principalmente em leguminosas, como a soja. Estruturalmente, 

enquanto os flavonoides tradicionais possuem o anel B ligado à posição 2 do anel C, as 

isoflavonas apresentam essa ligação na posição 3, garantindo propriedades químicas e 

biológicas específicas (Harborne & Williams, 2000). 

Ainda de acordo com estudos de Harborne & Williams (2000), as isoflavonas 

agrupam um núcleo esquelético baseado no 2-fenilbenzopirano (ou flavano), 

caracterizado por três anéis: 

a) Anel A (benzeno), derivado do ácido shiquímico, comum em metabólitos 

secundários de plantas; 

b) Anel B (fenil), ligado à posição 3 do anel C, diferenciando-se estruturalmente dos 

flavonoides tradicionais; 

c) Anel C (pirona), essencial para a reatividade química e interação biológica. 

As principais isoflavonas incluem genisteína, daidzeína e gliciteína, que podem 

ocorrer na forma livre (agliconas) ou conjugadas com glicosídeos, sendo estas últimas a 

forma predominante na natureza. Sua conversão para agliconas no organismo ocorre por 

hidrólise enzimática no trato gastrointestinal, aumentando a biodisponibilidade e 

facilitando a interação com receptores hormonais (Setchell et al., 2002). 

Dentre as propriedades bioativas, destacam-se os efeitos estrogênicos e 

antioxidantes. As isoflavonas são opções como fitoestrógenos, devido à semelhança 

estrutural com o estradiol, o que permite interagir com os receptores de estrogênio α e β. 

Essa interação pode exercer efeitos moduladores no metabolismo ósseo, na regulação do 

ciclo celular e na prevenção de doenças hormonais, incluindo câncer de mama e próstata 

(Messina, 2010). 

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

inibindo a peroxidação lipídica e diminuindo o estresse oxidativo celular, mecanismo 
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crucial para a prevenção de doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (Vitale et al., 

2013). Sua capacidade de vias modulares de sinalização celular, como MAPK e 

PI3K/Akt, também tem sido explorada no contexto da oncologia e na busca por novas 

estratégias terapêuticas contra o câncer (Guo et al., 2015). 

O consumo regular de alimentos que contêm isoflavonas de soja biologicamente 

activas é benéfico para a saúde humana (Chen, 2021; Setchell, 2017). A genisteína e a 

daidzeína, as formas agliconas das isoflavonas, estão entre as formas predominantes de 

isoflavonas na soja (Nakai et al., 2020). Na presença de bactérias intestinais, a daidzeína 

é transformada em S-equol [7-hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)-cromano] (Axelson et al., 1982; 

Setchell et al., 2002), um metabolito com uma estrutura estrogénica não esteroide e uma 

afinidade de ligação muito elevada ao ER-β (Setchell et al., 2005). Tanto a genisteína 

como a daidzeína têm efeitos semelhantes na modulação dos estrogénios (Setchell et al., 

2009; Setchell, 2017). As agliconas têm geralmente uma elevada atividade biológica; no 

entanto, são menos abundantes na soja. Em contrapartida, as formas glicosiladas 

(daidzina, genistina e glicitina) estão presentes em grandes quantidades 

(aproximadamente 95%) e são biodisponíveis após sofrerem hidrólise intestinal e 

conversão em agliconas (Chen et al., 2020; Li et al., 2023; Nakai et al., 2020).  

 A modulação especifica do ER-β pode tornar as mitocôndrias resistentes ao 

influxo de cálcio, pela inibição da enzima ciclofilina D (CypD) e assim reduzir a produção 

de EROs e do estresse oxidativo (Burstein, Kim et al., 2018; Millay, Sargent et al., 2008). 

Em adição, estudos demonstram que as isoflavonas exibem uma atividade antioxidante 

considerável, que é independente de suas propriedades estrogênicas (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 

após administração de genisteína (Amigo-Benavent, Silvan et al., 2008). A 

suplementação de isoflavonas aumentou a ação antioxidante com atenuação do estresse 

oxidativo induzido pelo exercício em ratos por meio do aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes (Yoon and Park, 2014).  

Estudos preliminares mostram que a administração de 2mg/kg da isoflavona 

genisteína em camundongos mdx melhora a função muscular associado a atenuação da 

ativação de fator nuclear kappa-B, MAPKs e ativação de TNF-α, bem como reduz a 

apoptose (Messina, Bitto et al., 2011, Messina, Bitto et al., 2015). O estudo de Kim et al., 

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

genisteína, se mostrou mais potente do que a própria genisteína isolada na inibição da 

proliferação do câncer de mama em camundongos fêmeas da linhagem Balb/c (Kim, 

Jeong et al., 2008).  

Sendo assim, é possível que a administração Ex-EtOH 70% apresente efeito 

positivo frente aos indicadores lesão do músculo distrófico de camundongos mdx pela 

atividade sinérgicas das isoflavonas totais.  

 

Figura 4 - Classificação dos Compostos Fenólicos: Estrutura e Principais Subgrupos 

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

Legenda: (a) Estrutura geral do flavano, mostrando a numeração e rotulagem dos anéis; (b) Classificação 

dos compostos fenólicos.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Por ser considerada a forma mais grave e comum dentre todas as distrofias 

musculares, a DMD é foco de diversos estudos que buscam encontrar potenciais terapias 

para o seu tratamento. Apesar dos avanços científicos nas áreas de terapia genética e 

celular, até o momento, ainda não há um tratamento efetivo para esta doença. 

Glicocorticoides sintéticos, como a prednisona, vem sendo vastamente investigados e 

aceitos como tratamento para a DMD por apresentar significante melhora da condição 

danosa destes pacientes (Brooke, Fenichel et al., 1987, Fenichel, Florence et al., 1991, 

Li, Cai et al., 2013). Porém, esses fármacos podem apresentar efeitos adversos como, 

ganho de peso, desenvolvimento de catarata e glaucoma, retardo no desenvolvimento 

ósseo e surgimento de osteoporose, decorrente da perda de osso trabecular, e alterações 

no metabolismo da glicose, com indução ou agravamento de quadro de diabetes mellitus, 

quando administrados por um longo período (Ricotti, Ridout et al., 2013). Além destas 

constatações, a disponibilidade de receptores glicorticóides no músculo esquelético é 

extremamente baixa quando comparada aos receptores estrogênicos (Feder, Ierardi et al., 

2018). Os SERMs já demostraram efeito benéfico sobre o tecido muscular distrófico 

(Dorchies, Reutenauer-Patte et al., 2013), porém algumas explicações de seus efeitos são 

inconclusivas, possivelmente pelas diferentes respostas na interação com todos os tipos 

de ERs. A modulação do ER-β melhora o influxo exacerbado de cálcio pela inativação 

da enzima CypD o que pode tornar as mitocôndrias resistentes ao influxo exacerbado 

intracelular de cálcio (Burstein, Kim et al., 2018, Millay, Sargent et al., 2008). Também, 

uma vez que o estresse oxidativo se apresenta logo nos estágios primários da degeneração 

muscular no músculo distrófico (Whitehead, Yeung et al., 2006) e sabendo que atividade 

antioxidante das isoflavonas já foi comprovada em experimentos tanto in vitro e in vivo 

(Ruiz-Larrea, Mohan et al., 1997), a utilização do extrato fracionado da soja em 

camundongos mdx mostra-se promissora pelos possíveis efeitos benéficos de redução do 

estresse oxidativo no músculo distrófico pela atividade sinérgica das isoflavonas na 

modulação dos ERs e regulação 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 músculo 

distrófico de camundongos mdx.   

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

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

b) Verificar a toxicidade do tratamento (AST e ALT; avaliação histopatológica 

dos fígados e rins por coloração H&E); 

c) Verificar o efeito do tratamento na força muscular dos animais (Força 

muscular dos membros); 

d) Verificar os marcadores de lesão muscular (níveis séricos de CK; marcação 

com IgG; contagem de núcleos centrais); 

e) Verificar o efeito do tratamento na produção de EROs (determinação da área 

de DHE); 

f) Verificar o efeito do tratamento no estresse oxidativo crônico (quantificação 

dos grânulos de lipofuscina); 

g) Verificar o efeito do tratamento na inflamação (quantificação de NF-kB; 

contagem da área inflamatória; anticorpo F4/80 – detecção de macrófagos); 

h) Verificar o efeito do tratamento na peroxidação lipídica (quantificação dos 

níveis de 4-HNE); 

i) Verificar o efeito do tratamento no sistema enzimático antioxidante 

(quantificação dos níveis de SOD, CAT e GSH) nos camundongos mdx; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 OBTENÇÃO DO EXTRATO FRACIONADO DE SOJA E SUA 

CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA. 

 

Os grãos de soja foram adquiridos pela COOPER Natural (Produto orgânico 

Brasil. Serra Gaúcha); 10 kg; Lote: 26; Fab.25/02/2022; Val.: 25/08/2023. Possui a 

certificação produto Ecológico ECOVIDA (Anexo 2).  

Os grãos de soja foram submetidos à secagem em estufa de circulação e renovação 

de ar, a 45ºC, durante 72 horas, quando apresentaram peso constante nas 3 pesagens 

consecutivas. Após a secagem, passou por uma divisão grosseira, seguida pela 

pulverização em moinho de facas. O pó obtido foi armazenado em frascos de vidro âmbar 

devidamente rotulado. O preparo do extrato seco do material vegetal foi realizado pelo 

método de maceração (Prista et al., 1981), utilizando como líquido extrator, hexano e 

etanol 70% (v/v). Toda a solução extrativa foi concentrada em rota-evaporador e secas 

no liofilizador. O extrato seco foi rotulado como extrato seco hidroetanólico 70% (Ex-

EtOH 70%). 

 

4.1.1 Análises químicas por espectrometria de massas (HPLC-ESI-IT-MSn e FIA- 

ESI-IT-MSn)  

 

As análises por HPLC-ESI-IT-MSn e FIA-ESI-IT-MSn foram realizadas no 

Laboratório de Bioprospecção de Produtos Naturais da Universidade Estadual de São 

Paulo (UNESP), Campus Experimental do Litoral Paulista (São Vicente-SP), sob 

colaboração e supervisão do Prof. Dr. Vagner Vilegas e do professor visitante da 

UNIFAL-MG Prof. Dr. Marcelo José Dias Silva.  

O Ex-EtOH 70% foi submetido à etapa de clean-up por extração em fase sólida 

(SPE) em cartuchos de fase reversa C18 com 500 mg 6 mL-1 (45 μm, Chromabond®). 

Os cartuchos foram previamente ativados com MeOH (4,5 mL) e equilibrados com H2O 

(4,5 mL) e MeOH/H2O (85:15, v/v) (4,5 mL). O Ex-EtOH 70% (10 mg) foi previamente 

solubilizados em 1,5 mL da solução MeOH/H2O (85:15, v/v), eluídos com a mesma 

proporção de fase móvel. Após a secagem, 2 mg da amostra foi ressuspendida em 2 mL 

de uma solução MeOH/H2O (1:1, v/v) fornecendo uma solução com uma concentração 
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de 1 mg mL-1. Ao fim, as soluções foram filtradas em filtro PTFE Millex® com tamanho 

de poro 0,22 μm. O perfil químico cromatográfico da amostra foi realizado em um sistema 

High-performance Liquid Chromatography (UFLC) Shimadzu (Kioto, Japão) acoplado a 

um detector de arranjo de foto diodo (PDA), modelo MD-2010 (Shimadzu®) e a um 

espectrômetro de massas Ion Trap (IT) com uma fonte de ionização por Electrospray 

(ESI) em modo positivo. 

As separações 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 μm). 

O volume de injeção foi de 1 μL e a vazão de 1 mL min-1. Para a eluição das amostras 

foi utilizado um gradiente linear com uma fase móvel composta por água acidificada com 

0,1% de ácido fórmico (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 fragmentação foram realizados por dissociação induzida por colisão 

(CID) e foram executados no modo auto MSn (fragmentação inteligente) usando o modo 

UltraScan para aquisição de MS/MS e um aumento de energia de colisão com a máxima 

amplitude de fragmentação definida para 60%. A faixa de aquisição foi de m/z 100-1800. 

Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo e processados no software 

DataAnalysis (versão 4.3, Bruker®). 

Para a determinação da substância marcadora – genisteína - o Ex-EtOH 70% (5 

mg) foi dissolvido em 4 mL de uma solução contendo 90% de ACN/água ultrapura. 

Volumes de 20, 50 e 100 μL desta solução foram utilizados para a preparação de soluções 

padrão (1 mL) de concentração de 0,025; 0,0625 e 0.125 mg mL-1, respectivamente. 

Estas soluções e o material dissolvido foram submetidos a análise por meio de CLAE em 

coluna analítica em sistema Waters, com coluna C18 marca XBridge (tamanho 15 x 0,46 

cm, tamanho da partícula de 5 μm) e com detecção em 259 nm. O gradiente utilizado para 

essa etapa foi de 5 a 95% de solução 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 à linhagem mdx) 

(Bulfield, Siller et al., 1984), machos, com 14 de vida pós-natal, obtidos de casais 

mantidos no biotério Central da Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL-MG. O 
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número de animais estipulados está de acordo com as recomendações 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 

Investigação Biológica (CEMIB) da UNICAMP. Após o nascimento, os filhotes 

permaneceram com a fêmea 28 dias até o desmame. Durante todo o experimento, os 

animais foram mantidos em caixas plásticas com 12 horas de ciclo claro/escuro, ração 

Nuvilab CR-1 e água ad libitum. Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de 

acordo com os princípios éticos na experimentação animal adotados pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e será desenvolvido após ser aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG, de protocolo 

número 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: constituído de 14 camundongos da linhagem C57BL/10 (Ctrl).  

2) Grupo mdx com 14 dias de vida: constituído de 42 camundongos da linhagem 

mdx divididos em 3 subgrupos (n=14 cada).  

a. Grupo mdxCT: camundongo tratado com solução veículo (mdx); 

b. Grupo mdxP: camundongo mdx tratado com 5 mg/kg de prednisona (Wuebbles, 

Sarathy et al. 2013);  

c. Grupo mdxS: camundongo mdx tratado com 57mg/kg de Ex-EtOH 70% 

contendo quantidade fracionada mínima de 2 mg/kg de genisteína (Messina, 

Bitto et al. 2011, Messina, Bitto et al. 2015). 

A partir do 14o dia de vida pós-natal, antes do início dos ciclos de 

degeneração/regeneração muscular nos camundongos mdx, os camundongos mdx foram 

pesados e tratados diariamente de Ex-EtOH 70% diluído em solução veículo (solução 

salina) e/ou prednisona e/ou com solução veículo por gavagem, por 46 dias consecutivos. 
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Figura 5 – Desenho Experimental 

 
Fonte: Autora – Criado com BioRender.com.  
Legenda: Ilustração esquemática 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 força muscular no primeiro dia 
antes do tratamento (T0); 15 dias após o início do tratamento (T1); 30 dias após o início do tratamento (T2); 
fim do tratamento (T3) (em vermelho). 
 

 

4.4. FORÇA MUSCULAR DOS MEMBROS 

 

 Existem várias formas não invasivas para medição da força muscular dos 

membros que fornecem informações relevantes sobre a fraqueza muscular, coordenação 

motora, comprometimento neuromuscular e a eficácia do tratamento em vários modelos 

de camundongos para distúrbios neuromusculares (Carlson et al., 2010). O teste de 

suspensão pelas quatro patas é uma medida eficiente e confiável, mas, não é possível 

relacionar o resultado a um único e especifico distúrbio neuromuscular (Carlson, 2011). 

O teste seguiu o protocolo TREAT-NMD “Four limb hang test” (Carlson, 2011). 

Os animais passaram por três testes, nas semanas 0 (T1), 2 (T2) e 4 (T3) após o início dos 

tratamentos, e nas semanas equivalentes nos animais do grupo controle.  

Sua fácil 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 centímetros 

de maravalha, para evitar que os animais se machucassem ao cair (Figura 6; Carlson, 

2011). Foram realizados três testes com cada animal, com descanso de dois minutos entre 

as repetições. Fatores como local e horário de realização e aplicador do teste foram os 

mesmos para obtenção de valores confiáveis.  

O peso corporal do camundongo foi obtido antes de iniciar o teste. O camundongo 

foi colocado no topo da grade por um período de acomodação de 3 a 5 segundos e o 

cronômetro 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 cronômetro foi parado. 
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Sendo assim, o cronômetro começou 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 é dado em gms, sendo o Impulso de Segurar (gms) = peso corporal 

(g) x o tempo que o animal sustentou (seg).  

Embora exija supervisão constante dos animais e um animal por vez seja 

analisado, o teste é de fácil realização, baixo custo e alta confiabilidade (Carlson et al., 

2010). 

 

Figura 6 – Realização Do Teste De Suspensão Pelas Quatro Patas 

 
Fonte: TREAT-NMD (Carlson, 2011).  

Legenda: (a) Plataforma suspensa para realização do teste de força muscular. (b) Camundongo mdx 

pendurado com os quatro membros em grade suspensa. 

 

4.5 ANÁLISES BIOQUÍMICAS – DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DAS 

ENZIMAS CREATINA QUINASE (CK) E AMINOTRANSFERASES (ALT E 

AST). 

 

 Após o tratamento, os animais foram anestesiados por via intra-peritoneal com 

solução de cloridrato de xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina 

(Francotar, Virbac) na proporção de 1:1 e dose de 0,1 mL/30 g de peso corporal e então 

eutanasiados por exsanguinação seguida de perfusão 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 espectrofotômetro BioPlus BIO-200 semiautomático 

seguindo os parâmetros do fabricante e Bioespectro SP 220 seguindo os parâmetros do 

fabricante. A CK é uma enzima encontrada no músculo esquelético e cardíaco. A análise 

bioquímica de CK é usada em camundongos distróficos como marcador de dano 

muscular, com seus níveis proteicos medidos no soro, sob pretexto de que níveis 

aumentados de CK no sangue são representativos de dano muscular aumentado, 

fragilidade do sarcolema e fenótipo negativo da doença (Nagaraju, Gordish, 2008). As 

aminotransferases (ALT e AST) tem ampla utilização para avaliar a condição hepática 

devido sua acurácia diagnóstica elevada e custos reduzidos (Aragon, Younossi, 2010). A 

elevação dessas enzimas é a anormalidade mais encontrada em testes hepáticos, tornando-

se, marcador útil para diagnóstico e monitoramento das doenças do fígado. 

 

4.6 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DO FÍGADO E DOS RINS. 

 

 Após o tratamento, os animais foram anestesiados e eutanasiados conforme 

descrito no item 4.5. A seguir, fragmentos de fígado e de rim foram coletados e fixados 

em solução de formaldeído 10% por 24 horas e, em seguida, desidratados em gradiente 

crescente de etanol, diafanizados em xilol e incluídos em parafina. Cortes seriados de 7 

µm de espessura foram coletados em lâminas de vidro utilizando um micrótomo manual 

LEICA - RM 2145 e corados por hematoxilina-eosina para as avaliações histológicas. 

  Os cortes histológicos foram desparafinados em xilol, hidratados em gradiente 

decrescente de etanol (100%, 95% e 70%), corados durante dois minutos na Hematoxilina 

de Harris, lavados durante três minutos em água destilada e contra corados com Eosina 

aquosa durante quatro minutos. Depois de coradas, as lâminas foram lavadas em água 

destilada, desidratadas em gradiente crescente de etanol (70%, 95% e 100%) e montadas 

com Entellan®. Então, foram analisadas, sob microscopia de luz, e fotografadas em foto-

microscópio Nikon Eclipse E200®. 
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4.7 ANÁLISE MORFOLÓGICA  

 

 Os animais foram eutanasiados conforme descrito anteriormente (4.5). Os 

músculos, bíceps braquial (BB), diafragma (DIA), tibial anterior (TA) e extensor digital 

longo dos dedos (EDL) foram retirados, congelados em isopentano resfriado a -159ºC 

(nitrogênio líquido) e armazenados em biofreezer a –80ºC.  

 Para obtenção dos cortes em criostato (Microm-HS505E), os músculos foram 

mantidos a -23ºC, seccionados transversalmente na espessura de 8 µm e coletados em 

lâmina. Foram obtidas lâminas com 6 cortes dos referidos grupos experimentais. Foram 

utilizadas 02 lâminas para cada uma das seguintes análises:  

 

4.7.1 Coloração com Hematoxilia e Eosina (H&E) 

 

Duas lâminas dos cortes obtidos no criostato foram coradas durante dois minutos 

na Hematoxilina de Harris, lavados durante três minutos em água destilada e contra 

corados com Eosina aquosa durante quatro minutos. Depois de coradas, as lâminas serão 

lavadas em água destilada, desidratadas em gradiente crescente de etanol (70%, 95% e 

100%) e montadas com Entellan®. 

Após coloração em H&E e secagem, as lâminas então foram analisadas sob 

microscopia de luz e fotografadas em foto-microscópio ZEIZZ®, com câmera de vídeo 

em objetiva de 20x. A partir das fotos obtidas, foi realizada determinação do número de 

fibras que apresentarem núcleo central – (indicativo de fibras musculares regeneradas), 

número de fibras com núcleo periférico (característica de fibras normais) e áreas com 

infiltrado inflamatório em relação a área total do músculo (Grounds 2010).  

  

4.7.2 Anticorpo Anti-Mouse IgG-FITC 

 

 A degeneração muscular foi analisada por imunofluorescência baseada na 

marcação da imunoglobulina G (IgG) (Bencze 2019). Duas lâminas de cortes obtidos em 

criostato foram previamente descongeladas lavadas com PBS 3x por 5 min. Após a 

lavagem, foram incubadas com solução 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 lâminas foram montadas com solução TBS-T + Glicerol 

(proporção 1:4) e observadas em microscopia de fluorescência.  

 

4.7.3 Anticorpo F4/80  

 

Para detecção de macrófagos as lâminas foram incubadas com anticorpo F4/80 

(Macedo 2020). Os músculos 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% diluído 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 4ºC; ab90247, Abcam, Waltham, MA, EUA). 

Posteriormente lavados em TBS-T 0,1M 3x por 5 min e incubados com o anticorpo 

secundário 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 e as 

lâminas montadas em meio de montagem TBST e Glicerol (1:3). As lâminas foram 

visualizadas em microscópio óptico de fluorescência ZEISS Scope A1conectado a uma 

câmera de vídeo Axion 503 Color e a área (µm2) contendo o sinal F4/80 foi determinada 

utilizando o software ImageJ®. 

 

4.7.4 Reação Dihydroetidio (DHE) para detecção de EROs (Radical ânion 

superóxido - O2-) 

 

A produção de EROs, radical ânion O2- especificamente, foi determinada por 

incubação dos cortes histológicos dos músculos BB e DIA, com 5 μl de DHE em PBS a 

37◦C durante 30 min. Usando microscópio óptico de fluorescência ZEIZZ Scope A1 

conectado a uma câmera de vídeo Axion 503 Color, a intensidade de DHE reativo por 

área do músculo foi quantificada através da mensuração de pixels excedente a um limite 

70-255 comprimento de onda, que foi ajustado de forma a eliminar a interferência de 

qualquer fluorescência 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 degradação oxidativa de macromoléculas e serve como 

indicativo de estresse oxidativo (Nakae, Dorchies et al. 2012). Uma vez que a lipofuscina 

é auto fluorescente, secções transversais dos músculos DIA, BB, TA e EDL foram 

montadas diretamente em meio de montagem TBST e Glicerol (1:3), para fluorescência, 

sob lamínula. Os cortes foram analisados em microscópio óptico de fluorescência ZEIZZ 

Scope A1 conectado a uma câmera de vídeo Axion 503 Color. O número total de grânulos 

de lipofuscina foi determinado em relação à área total do corte pela sua espessura (número 

de lipofuscina/µm3) pelo software ImageJ®. 

 

4.8 QUANTIFICAÇÃO DE CAT, SOD2, NF-KB E 4-HNE POR WESTERN 

BLOTTING (N=7) 

 

 Após a eutanásia, os animais foram perfundidos com PBS e os músculos BB e 

DIA removidos e cortados em pequenos pedaços, homogeneizados imediatamente em 

100 µl de tampão para homogeneização (Triton X-100 1%, tris-HCl 100mM (ph 7,4), 

pirofosfato de sódio 100mM, fluoreto de sódio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de 

sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1mg/ml de aprotinina) a 4ºC usando homogeneizador tipo 

D1000 Handheld Homogenizer (BENCHMARK) operado em velocidade máxima por 30 

segundos. Os extratos serão centrifugados a 11000 rpm a 4ºC por 20 minutos e o 

sobrenadante será utilizado para análise do extrato total. A determinação de proteína foi 

realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). As amostras do extrato proteico 

foram tratadas com tampão Laemmli (azul de bromofenol 0,1% e fosfato de sódio 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 µg de proteína serão aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 12% em aparelho 

para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, 

EUA). A eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose será realizada em 

90 minutos a 120 V (constante) em aparelho de transferência da Bio-Rad. As membranas 

foram incubadas com solução basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 150 mM e 

Tween 20 0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 1 hora em temperatura ambiente 

para reduzir a ligação não específica de proteínas. Posteriormente, foram incubadas com 
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10 µg de anticorpo primário: anticorpo policlonal anti-NF-κBp65 (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) diluído em 10 ml de solução basal 

contendo 1% de leite desnatado a 4ºC durante a noite. No dia seguinte, as membranas 

foram lavadas por 30 minutos com solução basal e incubadas em 10ml de solução basal 

contendo 1% de leite desnatado e 2,5 µg de anticorpo secundário (anti-rabbit IgG 

Peroxidase, AB6721, Abcam) por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, 

as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com solução basal. Para detectar 

as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de 

quimioluminescência por 5 minutos, seguido de exposição capturado pelo sistema 

GeneGnome XRQ (Syngene, Frederick, MD, EUA) e o software ImageJ foi usado para 

quantificar as intensidades das bandas.  

Para a normalização, o protocolo consiste na reutilização 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-HCl pH 7,5; β-Mercaptoetanol 0,1 

M; Ureia 8 M) durante 1 hora, à 60°C. Após esse período, as membranas foram re-

equilibradas e lavadas com TBS-T.  A seguir foram incubadas com 10 mg do anticorpo 

primário GAPDH e 2,5mg do anticorpo secundário gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

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

 

4.9 DOSAGEM DE GRUPAMENTOS SULFIDRILA – GSH 

 

A glutationa (GSH) é o tiol não proteico mais abundante e é crucial para manter o 

status redox favorável nas células. A concentração de proteínas foi determinada pela 

curva de GSH, de acordo com método descrito por Bradford. As amostras dos músculos 

BB, DIA, TA e EDL foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 20 minutos) e o 

sobrenadante diluído (1:10) em tampão fosfato de sódio (0, 1 M, pH = 7,4). Em seguida, 

foi realizada a leitura da absorbância de 100 mL da amostra, usando o espectofotômetro 

ThermoScientific GENESYS 10 UV Scanning UV/ Visible, acrescidos de 100 mL de 

solução de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1). Após esta leitura foi 

adicionado 30 µL de ácido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzóico) diluído em metanol (DTNB – 

0,01mM) e então foi realizada uma nova leitura (A2), a 412 nm, após 15 min de reação, 
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para determinação de grupamentos sulfidrila não protéicos (GSH). A concentração de 

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

 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. Para análise estatística 

foi aplicado o teste One-Way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey para as devidas 

comparações entre os grupos. O nível de significância foi estabelecido como sendo de 

P<0,05. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 PERFIL QUÍMICO DO EX-ETOH 70% 

O extrato de soja tinha um elevado teor de compostos bioativos, incluindo 

flavonoides e fenóis. O teor total de flavonoides foi de 100 mg/g e o teor total de fenóis 

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 genisteína, o que 

permitiu determinar a quantidade equivalente desta isoflavona no tratamento proposto. 

Os grãos de soja são 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 fitoquímico efetuado, foram identificadas 12 isoflavonas principais no 

extrato de soja: genisteína (4,5,7-trihidroxiisoflavona), daidzeína (4,7-

dihidroxiisoflavona), gliciteína (4,7-dihidroxi-6-metoxi-isoflavona) e as respectivas 

formas acetil, malonil e aglicona. A identificação dos compostos foi confirmada pela 

comparação do tempo de retenção 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 caraterística básica da isoflavona é um núcleo de flavona, composto 

por dois anéis de benzeno (A e B) ligados a um anel heterocíclico C (Rostagno et al., 

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

Pico Rt (min) Composto Símbolo Formula 
Molecular  

m/z 

1 0,40 Daidizina Di C21H20O9 417,16 

2 0,70 Glicitina Gly C22H22O10 447,13 

3 1,20 Genistina Gi C21H20O10 433,23 

4 2,38 Malonildaidzina MDi C24H22O12 503,17 

5 2,50 Malonilglicitina MGly C25H24O13 533,24 

6 2,70 Acetildaidzina ADi C23H22O10 459,10 

7 2,90 Acetilglicitina AGly C24H24O11 489,14 

8 3,00 Malonilgenistina MGi C24H22O13 519,15 

9 3,10 Daidzeina De C15H10O4 254,98 

10 3,39 Gliciteina Gle C16H12O5 285,28 

11 3,80 Acetilgenistina AGi C23H22O11 475,12 

12 4,20 Genisteina Ge C15H10O5 271,04 

Tempo de retenção (Rt); minutos (min); razão de massa/carga (m/z). 
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Figura 7 – Análise química do Ex-EtOH 70% 

 
Fonte: Adaptado de Rostagno et al., 2009.  
Legenda: (a) Curva de calibração da área de pico para o composto. (b) Estruturas químicas das isoflavonas 
de soja; R1-3 representa os substituintes indicados na Tabela 3. (c) Cromatogramas acoplados UPLC-PDA-
MS do Ex-EtOH 70% (210 a 400 nm com λmax de 254). As fórmulas estruturais foram preparadas com 
ChemDraw Pro 8. 
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Tabela 2. Isoflavonas de soja e grupos substituintes da estrutura química (R1-3) 

Isoflavone R1 R2 R3 

Glicosides 

Malonildaidzina H H COCH2COOH 

Malonilglicitina H OCH3 COCH2COOH 

Malonilgenistina OH H COCH2COOH 

Acetildaidzina H H COCH3 

Acetilglicitina H OCH3 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 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DO TRATAMENTO COM EX-ETOH 70% NO 

CAMUNDONGO MDX 

 

O peso corporal de todos os animais utilizados foi registrado ao 14º dia de vida 

(T0), 30º dia de vida (T1), 45º dia de vida (T2) e 60º dia de vida (T3). Após o período 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 período descrito. No que se refere ao registro de peso por período avaliado, no T2, 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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Fonte: Autora.  
Legenda: Os valores são expressos como média ± desvio padrão. Ctrl: grupo de controle; mdxCT: 
camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com prednisona; mdxS: 
camundongos mdx tratados com Ex-EtOH 70%. T0: 14 dias de vida; T1: 30 dias de vida; T2: 45 dias de 
vida, T3: 60 dias de vida; difere do grupo Ctrla; difere do grupo mdxCTb; p ≤ 0,01. ANOVA One-way com 
teste post hoc de Tukey. 
 

 

A avaliação das atividades de AST e ALT contidas no soro sanguíneo dos animais 

não apresentou indícios quantitativos de possíveis lesões ou desordens hepáticas de 

naturezas diversas causadas pela administração das terapias descritas. Nos valores de 

AST (Figura 8a), os grupos tratados mdxP e mdxS apresentaram redução estatisticamente 

significativa com relação ao mdxCT (95,9% e 93,9%, respectivamente). Além disso, 

também apresentaram redução significativa comparadas ao grupo Ctrl (90,7% e 86,2%, 

respectivamente). Os valores obtidos em ALT (Figura 8b) apresentaram redução 

estatística dos grupos tratados, mdxP e mdxS com relação ao mdxCT (71% e 67,8%, 

respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

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 25,2±3,1 

 
mdxCT 

 
6,7±1,8 15,3±2 21,2±1 25,5±1,3 

 
mdxP 

 
6,8±1,5 14±3,6 19,6±2,1a 

 
22,5±2,3a, b 

 
mdx 

 
    8,1±2,1 15,6±3 21±2,9a 23,9±2,4 
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Figura 8 – Atividade das Enzimas Hepáticas 

    

Fonte: Autora.  
Legenda: Média e desvio padrão da atividade das enzimas hepáticas (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 solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: 
camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Valores estão evidenciados em U/L de sangue. 
Difere do grupo Ctrla; difere do grupo mdxCTb. 

 

A avaliação histopatológica dos fígados e rins dos grupos experimentais estudados 

não apresentou indícios qualitativos de possível toxicidade das terapias empregadas no 

presente estudo (Figura 9). 

 

Figura 9 - Secções transversais do fígado e rim dos animais dos diferentes grupos

 
Fonte: Autora.  
Legenda: Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; mdxCT: camundongos mdx tratados 
com solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados 
com extrato fracionado da soja. Barra de escala: 100 µm. 
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6.3 EFEITO NA FORÇA MUSCULAR 
 

 O teste suspensão de quatro patas mostrou que os grupos experimentais de animais 

distróficos apresentaram diferenças estatísticas na força muscular em comparação ao 

grupo de camundongos sadios, em todos os períodos avaliados. Entretanto, analisando 

individualmente cada grupo, observamos que apenas os grupos de camundongos mdx 

tratados com prednisona e Ex-EtOH 70% apresentaram ganho de força significativo ao 

longo do período experimental em comparação à primeira medicação (Figura 10). Ao 

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

significativo na força muscular comparado ao grupo mdxCT.  

 

Figura 10 – Comparação do ganho de força muscular ao longo do tratamento 
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Fonte: Autora.  
Legenda: Impulsos de manutenção (g s): peso corporal (g) × tempo de permanência do animal em suspensão 
(s). 
 

6.4 EFEITO NA LESÃO MUSCULAR 
 

 Os animais dos grupos mdxCT apresentaram níveis aumentados dos níveis séricos 

de CK em relação aos animais do grupo Ctrl. Após o tratamento com Ex-EtOH 70%, os 

camundongos mdxS apresentaram redução significativa de CK no sangue em relação aos 

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

 
 
Figura 11 – Níveis Séricos de Creatina Quinase (CK)  

 
Fonte: Autora.  
Legenda: Os valores são expressos como média ± desvio padrão dos grupos Ctrl: camundongos 
C57BL/10 utilizados como controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: 
camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado 
da soja. Difere de Ctrla; difere do mdxCTb; difere do mdxPc; (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 acúmulo de grânulos de lipofuscina 

no tecido muscular quando comparado ao grupo Ctrl (Figura 12a). Após os tratamentos, 

observou-se uma redução estatisticamente significativa no acúmulo de lipofuscina nos 

grupos mdxP (66,8%) e mdxS (67,7%) em relação ao grupo mdxCT, indicando que 

ambos os tratamentos foram eficazes em diminuir esse acúmulo nos músculos dos 

animais distróficos (Figura 12b). Além disso, o tratamento do grupo mdxS reduziu de 
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forma significativa o sinal do DHE (Figura 13a) em relação ao grupo mdxCT neste 

mesmo, com uma redução de 70,4% (Figura 13b). Em relação aos níveis de catalase, 

observou-se um aumento significativo no grupo tratado com o Ex-EtOH 70% em 

comparação aos animais do tipo selvagem e mdx (Figura 14a). Por outro lado, os níveis 

de SOD2 e 4-HNE não apresentaram variações entre os grupos estudados (Figuras 15a e 

16a). Quanto às quantidades de GSH, foi identificado que, em ambos os grupos tratados, 

mdxP e mdxS, houve uma redução estatisticamente significativa em relação ao grupo 

mdxCT, com reduções de 35,6% e 44,6%, respectivamente (Figura 17b). 

O DIA do grupo mdxCT apresentou um expressivo acúmulo de grânulos de 

lipofuscina no tecido muscular em comparação ao grupo Ctrl. Ambos os tratamentos 

propostos reduziram estatisticamente o acúmulo nos músculos dos animais distróficos, 

com reduções de 36,9% no grupo mdxP e 46,9% no grupo mdxS, em relação ao grupo 

mdxCT (Figura 12c). Além disso, o DIA dos camundongos do grupo mdxCT mostrou 

significativa produção de EROs em relação ao grupo Ctrl. O tratamento com prednisona 

não conseguiu reduzir esses valores, por outro lado, os animais tratados com o Ex-EtOH 

70% apresentaram uma redução significativa do sinal do DHE, com reduções de 62,4% 

em relação ao grupo mdxCT e 62,1% em relação ao grupo mdxP, evidenciando uma ação 

radical scavenger (Figura 13c). Os níveis de CAT permaneceram significativamente 

reduzidos no músculo DIA distrófico dos camundongos mdx com 8 semanas de idade, 

mesmo após os tratamentos propostos, apresentando reduções de 51,2% no grupo 

mdxCT, 44,3% no grupo mdxP e 45,2% no grupo mdxS, em comparação aos animais 

saudáveis (Figura 14b). Por outro lado, os níveis de SOD2 e 4-HNE não variaram entre 

os grupos estudados (Figuras 15b e 16b). Com relação ao GSH, observou-se que em 

ambos os grupos tratados, mdxP e mdxS, houve uma redução estatisticamente 

significativa em comparação ao grupo mdxCT, com valores de 35,6% e 44,6%, 

respectivamente (Figura 17c). 

No músculo TA, observou-se uma maior quantidade de grânulos de lipofuscina 

no grupo mdxCT em comparação ao grupo Ctrl. Após os tratamentos administrados, 

ambos os grupos tratados, mdxP e mdxS, apresentaram uma redução significativa na 

quantidade de grânulos de lipofuscina em relação ao grupo mdxCT, com reduções de 60% 

e 60,8%, respectivamente (Figura 12d). Em relação à produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), o músculo TA dos camundongos dos grupos mdxCT e mdxP mostrou 

um aumento significativo em comparação ao grupo Ctrl (Figura 13d). No entanto, o grupo 
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mdxS não apresentou alterações significativas na produção de EROs, seja para aumento 

ou redução. Por fim, os níveis de glutationa reduzida (GSH) não mostraram variações 

significativas em nenhum dos grupos mdx avaliados (Figura 17d). 

No EDL, o grupo mdxCT apresentou um acúmulo estatisticamente significativo 

de grânulos de lipofuscina no tecido muscular em comparação ao grupo Ctrl. Após os 

tratamentos, verificou-se no EDL uma redução estatística nos grupos mdxP e mdxS em 

relação aos animais selvagens, com diminuições de 20,1% e 16,1%, respectivamente 

(Figura 12e). Além disso, o músculo EDL dos camundongos do grupo mdxCT exibiu 

uma produção significativa de espécies reativas de oxigênio (EROs) em relação ao grupo 

Ctrl. O tratamento com prednisona não foi capaz de reduzir esses níveis nos camundongos 

mdx, mas, os animais tratados com o Ex-EtOH 70% apresentaram uma redução 

significativa do sinal do DHE em comparação aos grupos mdxCT (62,4%) e mdxP 

(62,1%), indicando uma ação radical scavenger (Figura 13e). Por fim, em relação aos 

níveis de glutationa reduzida (GSH), não foram observadas alterações estatisticamente 

significativas entre os grupos analisados (Figura 17e). 
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Figura 12 - Lipofuscina 

 
Fonte: Autora.  
Legenda: (a) cortes transversais dos músculos BB, DIA, TA e EDL dos diferentes grupos experimentais, 
mostrando a autofluorescência dos grânulos de lipofuscina (seta branca). Ctrl: camundongos do grupo 
controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com 
Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Média e desvio padrão da 
contagem de grânulos de lipofuscina no músculo (b) BB, (c) DIA, (d) TA e (e) EDL dos diferentes grupos 
experimentais. Difere do grupo Ctrla; difere do grupo mdxCTb p ≤ 0,0001, One-way, ANOVA, pós teste de 
Tukey. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 13 – Reação de DHE 

 
Fonte: Autora.  
Legenda: (a) Cortes transversais dos músculos BB, DIA, TA e EDL dos diferentes grupos experimentais, 
mostrando a fluorescência da reação do DHE. Ctrl: camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos 
mdx tratados com solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos 
mdx tratados com extrato fracionado da soja. Média e desvio padrão da fluorescência do DHE no músculo 
(b) BB, (c) DIA, (d) TA e (e) EDL dos diferentes grupos experimentais. Difere do grupo Ctrla; difere do 
grupo mdxCTb; difere do grupo mdxPc; p ≤ 0,0003, One-way, ANOVA, pós teste de Tukey. Barra de escala: 
100 µm. 
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Figura 14 - Catalase. 

 
Fonte: Autora. 
Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para CAT nos músculos (a) BB e (b) DIA. Ctrl: 
camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: 
camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da 
soja. (a) Difere de Ctrla; difere do grupo mdxCTb p<0,0077; (b) Difere de Ctrla; p<0,001. One-way, 
ANOVA, pós teste de Tukey.  
 
 
 
Figura 15 - SOD2. 

 
Fonte: Autora. 
Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para SOD2 nos músculos (a) BB e (b) DIA. Ctrl: 
camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: 
camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da 
soja. Níveis relativos de SOD2 não apresentaram diferenças estatísticas relevantes. 
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Figura 16 - 4-HNE. 

 
Fonte: Autora.  
Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para 4-HNE nos músculos BB e DIA. Ctrl: camundongos 
do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: camundongos mdx 
tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Níveis relativos 
de 4-HNE no músculo (a) BB em que difere do grupo mdxCTb p<0,0008; e no músculo (b) DIA não 
apresentaram diferenças estatísticas relevantes. 
 

 

Figura 17 - GSH. 

 
Fonte: Autora.  
Legenda: Média e desvio padrão do conteúdo de GSH nos músculos BB, DIA, TA e EDL nos diferentes 
grupos experimentais. Ctrl: camundongos C57BL/10 do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx 
tratados com solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx 
tratados com extrato fracionado da soja. Valores foram dados em nmol/mg de proteína para GSH. (a) 
Difere do grupo Ctrla; difere do grupo mdxCTb; difere do grupo mdxPc p<0,0001; (b) difere do grupo Ctrla; 
difere do grupo mdxCTb; p<0,0076; One-way, ANOVA, pós teste de Tukey. Os níveis de GSH não 
apresentaram diferenças estatísticas significativas nos músculos (d) TA e (e) EDL. 
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6.6 EFEITO DO EX-ETOH 70% NO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

 Os camundongos do grupo mdxS apresentaram uma redução significativa no 

infiltrado inflamatório no músculo BB em comparação aos grupos mdxCT e mdxP, com 

diminuições de 67,5% e 94%, respectivamente (Figura 18a e Figura 18f). Em relação à 

população de macrófagos (Figura 19a), foi identificado um aumento estatisticamente 

significativo no grupo mdxP em comparação aos grupos Ctrl e mdxCT. Por outro lado, o 

grupo mdxS exibiu uma redução expressiva e significativa na quantidade de macrófagos 

em relação ao grupo mdxP, com uma diminuição de 86,7% (Figura 19b). No entanto, não 

foram encontradas diferenças significativas nos níveis relativos de NF-kβ entre os grupos 

analisados no músculo BB (Figura 20a). 

 Os animais distróficos sem tratamento apresentaram um infiltrado inflamatório 

significativamente maior no DIA em comparação aos camundongos do tipo selvagem. 

Após os tratamentos, os grupos mdxP e mdxS mostraram uma redução estatisticamente 

significativa na área inflamatória em relação ao grupo mdxCT, com diminuições de 

51,6% e 44,6%, respectivamente (Figura 18g). Em relação à população de macrófagos, 

observou-se um aumento estatisticamente significativo nos grupos mdxCT e mdxP em 

comparação ao grupo Ctrl. No entanto, no grupo mdxS, houve uma redução expressiva e 

significativa dessa população, com diminuições de 89,2% em relação ao grupo mdxCT e 

91,1% em relação ao grupo mdxP (Figura 19c). Além disso, os camundongos do grupo 

mdxCT apresentaram níveis significativamente elevados de NF-κB no músculo 

distrófico, quando comparados aos animais do grupo controle. Tanto a prednisona quanto 

o Ex-EtOH 70% demonstraram um efeito positivo na redução estatística do conteúdo 

desse marcador inflamatório, com reduções de 55,3% e 51,4%, respectivamente (Figura 

20b). 

No músculo TA, foi observado um aumento da área de infiltrado inflamatório nos 

camundongos dos grupos mdxCT e mdxS em comparação ao grupo Ctrl (Figura 18h). 

Em relação à área com infiltrado de macrófagos, os camundongos do grupo mdxS 

apresentaram uma redução na população de macrófagos, porém sem significância 

estatística. Por outro lado, o grupo mdxP mostrou um aumento estatisticamente 

significativo na população de macrófagos em relação ao grupo Ctrl (Figura 19d). 

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

apresentaram um infiltrado inflamatório expressivo no EDL em comparação ao grupo 
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Ctrl (Figura 18i). Além disso, a população de macrófagos no EDL apresentou um 

aumento estatisticamente significativo nos camundongos mdx tratados com Ex-EtOH 

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

 

Figura 18 - Inflamação e Núcleo central 

 
Fonte: Autora.  



  55

 

 
 

Legenda: Cortes histológicos dos músculos (a) BB, DIA, TA e EDL corados com H&E com núcleos 
periféricos indicados pelas setas pretas, núcleos centrais indicados pelas cabeças de setas e áreas 
inflamatórias indicadas por asteriscos vermelhos. Ctrl: camundongos C57BL/10 do grupo controle; 
mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com prednisona; 
mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Aumento significativo na porcentagem 
de fibras com núcleos centrais nos músculos (b) BB, (c) DIA, (d) TA e (e) EDL, em que: difere do grupo 
Ctrla, mdxCTb e mdxPc; P<0,0001; Diminuição significativa da área inflamatória nos músculos (f) BB e (g) 
DIA, em que difere do grupo Ctrla, mdxCTb e mdxPc; P<0,0001; (h) TA, em que  difere do grupo Ctrla, 
mdxCTb; P<0,0025; e (i) difere do grupo Ctrla, mdxCTb e mdxPc; P<0,0034. One-way, ANOVA, pós teste 
de Tukey. Barra de escala: 100 µm. 
 

Figura 19 - Macrófagos (F4/80) 

 
Fonte: Autora.  
Legenda: Cortes transversais dos músculos BB, DIA, TA e EDL dos diferentes grupos experimentais com 
a (a) imunofluorescência, incubação com F4/80 mostrando áreas com infiltrado de macrófagos. Ctrl: 
camundongos C57BL/10 do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: 
camundongos mdx tratados com prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da 
soja. Média e desvio padrão (b) difere de Ctrla; difere do grupo mdxCTb e difere do grupo e mdxPc; 
p<0,0001; (c) difere de Ctrla; difere do grupo mdxCTb e difere do grupo e mdxPc; p<0,0001; (d) difere de 
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Ctrla; p<0,0066; (e) difere de Ctrla; difere do grupo mdxCTb; p< 0,0001. One-way, ANOVA, pós teste de 
Tukey. Barra de escala: 100 µm.  
 
 
Figura 20 - NF-kB 

 
Fonte: Autora.  
Legenda: Observam-se as bandas imunorreativas para NF-kB. Ctrl: camundongos do grupo controle; 
mdxCT: camundongos mdx tratados com solução salina; mdxP: camundongos mdx tratados com 
Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato fracionado da soja. Níveis relativos de NF-kβ 
no músculo (a) BB: difere do grupo Ctrla; difere do grupo mdxCTb; p<0,0070; e músculo (b) DIA: difere 
do grupo Ctrla; difere do grupo mdxCTb; p<0,0029. One-way, ANOVA, pós teste de Tukey.  
 
 
6.7 EFEITO DO EX-ETOH 70% NA DEGENERAÇÃO/REGENERAÇÃO  

 

 No BB, os animais do grupo mdx, tanto os controles quanto os tratados com 

prednisona, exibiram miofibras necróticas positivas para IgG (Figura 21a). No entanto, o 

tratamento com o Ex-EtOH 70% foi capaz de reduzir significativamente essa incidência, 

com diminuições de 65,7% e 46,1%, respectivamente, em relação aos grupos mdxCT e 

mdxP (Figura 21b). Além disso, os animais mdx apresentaram uma quantidade 

significativa de fibras com núcleos centralizados (Figura 18a) quando comparados ao 

grupo controle (Ctrl). Após o tratamento com o extrato fracionado de soja, o grupo mdxS 

demonstrou um aumento significativo na proporção de fibras musculares regeneradas 

com núcleos centrais em comparação 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 necróticas positivas para IgG. Esse marcador foi 

significativamente reduzido pelo tratamento com o Ex-EtOH 70%, com diminuições de 

65,7% e 46,1%, respectivamente, em relação aos grupos mdxCT e mdxP (Figura 21c). 

Além disso, todos os grupos mdx apresentaram um número significativamente maior de 
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fibras musculares com núcleos centralizados em comparação ao grupo Ctrl. Após o 

tratamento com o Ex-EtOH 70%, observou-se um expressivo aumento no número de 

fibras regeneradas no músculo DIA, com aumentos de 120,1% e 72,8% em relação aos 

grupos mdxCT e mdxP, respectivamente (Figura 18c). 

Os camundongos do grupo mdx apresentaram uma maior incidência de miofibras 

necróticas positivas para IgG no TA em comparação ao grupo Ctrl. Após o tratamento 

com o extrato fracionado de soja, observou-se uma redução significativa na porcentagem 

de miofibras necróticas nos grupos tratados, com diminuições de 50,6% e 45,9% em 

relação aos grupos mdxCT e mdxP, respectivamente (Figura 21d). Além disso, os 

camundongos mdx exibiram fibras musculares com núcleos centralizados em maior 

quantidade em comparação ao grupo Ctrl. O tratamento com o Ex-EtOH 70% resultou 

em um aumento significativo na proporção de fibras regeneradas com núcleos 

centralizados no grupo mdxS neste músculo, com incrementos de 40% e 11% em relação 

aos grupos mdxCT e mdxP, respectivamente (Figura 18d). 

No EDL, os animais do grupo mdx controle apresentaram miofibras necróticas 

positivas para IgG. Embora o tratamento com o Ex-EtOH 70% tenha reduzido a 

incidência dessas miofibras, a diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 

21e). Quanto às fibras musculares com núcleos centralizados, os animais mdx mostraram 

um aumento significativo em comparação ao grupo Ctrl. Após o tratamento com o extrato 

fracionado de soja, o grupo mdxS exibiu um aumento significativo na proporção de fibras 

regeneradas com núcleos centrais, com incrementos de 25% e 13% em relação aos grupos 

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

 
Fonte: Autora.  
Legenda: (a) Cortes histológicos dos músculos BB, DIA, TA e EDL com fibras positivas ao IgG indicadas 
pela seta branca. Ctrl: camundongos do grupo controle; mdxCT: camundongos mdx tratados com solução 
salina; mdxP: camundongos mdx tratados com Prednisona; mdxS: camundongos mdx tratados com extrato 
fracionado da soja. Média e desvio padrão da porcentagem de fibras positivas ao IgG nos músculos (b) BB 
em que:  difere do grupo Ctrla; difere do grupo mdxPc; P<0,0001; (c) DIA em que:  difere do grupo Ctrla; 
difere do grupo mdxCTb; P<0,0005; (d) TA em que:  difere do grupo Ctrla; mdxCTb; e mdxPc; P<0,0001 e 
(e) EDL, em que:  difere do grupo Ctrla; mdxCTb; P<0,0001; One way ANOVA, pós teste de Tukey. Barra 
de escala: 100 µm. 
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7 DISCUSSÃO 
 

O presente estudo apresenta o potencial efeito antioxidante do extrato fracionado 

de soja no modelo experimental da DMD, o camundongo mdx. A análise funcional, 

bioquímica e histopatológica demonstra ser benéfica e de boa tolerância para os animais 

distróficos, com grande implicação protetora à condição severa da doença nos músculos 

distróficos estudados. As isoflavonas presentes no Ex-EtOH 70% possuem as 

propriedades bioativas que melhor atuam frente a lesão muscular.  

A relação entre a genisteína e o sistema antioxidante é multifacetada e evidencia 

seu papel como um agente antioxidante eficaz. A genisteína apresenta propriedades 

antioxidantes significativas ao atuar na eliminação de radicais livres por meio de 

mecanismos de transferência sequencial de elétrons com perda de prótons (Sharifi-Rad 

et. al., 2021). Esse processo permite a neutralização dos radicais livres, o que melhora 

diversas vias antioxidantes, reduz o estresse oxidativo e minimiza a inflamação em 

diferentes contextos biológicos (Barbosa et. al., 2010). Dessa forma, a genisteína 

desempenha um papel relevante na promoção da saúde ao contribuir para o equilíbrio 

redox celular e a mitigação de danos oxidativos (Paciotti et. al., 2022). A administração 

da genisteína em ratos resultou entre outros efeitos, normalização das irregularidades 

histológicas, indução de respostas antioxidantes, atenuação de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-6 e TNF-α, e proteção contra o estresse oxidativo (Xiao e Hendry, 

2023). Mohamed et. al. (2009) concluíram que a genisteína induz ativação do perfil 

antioxidante, reduz os níveis de IL-6 e TNF-α e atenua o dano oxidativo em ratos.  

Os glicocorticóides sintéticos, como a prednisona, são investigados e aceitos como 

tratamento para a DMD por apresentar significativa melhora da condição danosa desses 

pacientes (Brooke, Fenichel et. al., 1987; Fenichel, Florence et. al., 1991; Li, Cai et. al., 

2013). No presente estudo, a prednisona não foi efetiva na prevenção da degeneração 

muscular em nenhum dos músculos avaliados e não foi capaz de reduzir lesão muscular 

do modelo mdx no período de tratamento proposto, mesmo contribuindo com a melhora 

da força muscular. Mesmo assim, o estudo de Matthews et. al., (2016), mostra que o 

tratamento a longo prazo com este anti-inflamatório corticosteroide não foi capaz de 

evitar o declínio progressivo da força muscular dos animais distrófico. Além destas 

constatações, a disponibilidade de receptores de glicocorticoides no músculo esquelético 
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é extremamente baixa quando comparada aos receptores estrogênicos (Feder, Ierardi et. 

al., 2018). 

O Ex-EtOH 70% foi benéfico no camundongo mdx, muito provavelmente pela 

ação estrogênica das isoflavonas no tecido muscular distrófico, pela interação e 

modulação dos ERs (modulador seletivo do receptor de estrogênio-SERM) (Reinli and 

Block 1996; Hernandez, Zhao et. al., 2018; Tham, Gardner et. al., 1998). Não só por suas 

ligações aos ERs, as isoflavonas manifestam sua bioatividade por inibir tirosinas 

quinases, possuir atividade antioxidante, ligar e ativar os reguladores proliferadores de 

peroxissoma α e γ, inibir enzimas na biossíntese de esteroides, exercer forte influência na 

função das células natural killer, promover a ativação de subconjuntos específicos de 

células T e impedir a metástase especificamente no câncer de mama (Barnes, 2010). A 

ação protetora do estrogênio no tecido muscular distrófico já é conhecida. Camundongos 

mdx fêmeas submetidas ao exercício físico intenso apresentam indicadores de lesão 

muscular menores em comparação aos animais machos (Hermes et. al., 2018). 

Da mesma forma, os SERMs já demonstraram efeito benéfico sobre o tecido 

muscular distrófico (Dorchies, Reutenauer-Patte et. al., 2013). Porém, algumas 

explicações de seus efeitos são inconclusivas, possivelmente pelas diferentes respostas na 

interação com todos os tipos de ERs. A modulação do ER-β melhora o influxo exacerbado 

de cálcio pela regulação da TPM e inativação da enzima CypD (Burstein, Kim et. al., 

2018). A inativação da expressão de CypD em camundongos mdx, tornou as mitocôndrias 

resistentes ao influxo exacerbado intracelular de cálcio, reduzindo assim a mionecrose 

(Millay, Sargent et. al., 2008).  

Colaborando com nossos achados, estudos preliminares mostram que a 

administração de 2mg/kg da isoflavona genisteína em camundongos mdx tem a 

capacidade de melhorar a função muscular associado a uma atenuação da ativação de 

fator nuclear kappa-B, MAPKs e ativação de TNF-α, bem como reduz a apoptose 

(Messina, Bitto et. al., 2011, Messina, Bitto et. al., 2015). O músculo esquelético 

demonstra alta adaptabilidade e potencial regenerativo, capaz de compensar a perda de 

até 20% de sua massa muscular, que ocorre após a resposta inflamatória: reparo, 

regeneração e crescimento muscular, que inclui a ativação e proliferação de células 

satélites e finalmente, sua diferenciação (Liu et. al., 2018).  

O aumento da inflamação e da fibrose são comuns na DMD, contribuindo para o 

dano muscular e, consequentemente, a formação do núcleo central (Michelucci et. al., 
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2017). A presença de fibras com núcleo central está associada à disfunção mitocondrial e 

ao estresse oxidativo. As abordagens antioxidantes sugerem um papel protetor contra a 

degeneração muscular (Klingler et. al., 2012). Conforme exposto nos resultados do BB, 

DIA, TA e EDL, foi possível observar que a administração do Ex-EtOH 70% tem ação 

protetora devido ao aumento de fibras com núcleo central e diminuição de marcadores de 

lesão.  

Considerando o estudo de Kim et. al., (2018), nossos resultados são promissores, 

uma vez que a administração do Ex-EtOH 70% contendo quantidade equivalente de 

genisteína se mostrou mais potente do que a própria isoflavona isolada na inibição da 

proliferação do câncer de mama em camundongos fêmeas da linhagem Balb/c (Kim, 

Jeong et. al., 2008). Sabendo que a atividade antioxidante das isoflavonas já foi 

comprovada em experimentos tanto in vitro e in vivo (Ruiz-Larrea, Mohan et. al., 1997), 

a utilização do Ex-EtOH 70% em camundongos mdx mostra-se promissora pelos 

possíveis efeitos benéficos de redução do estresse oxidativo e regulação 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 

expressão aumentada.  

A energia gerada pelas células é de responsabilidade mitocondrial, que também 

conta com a produção de EROs em concentrações equilibradas. Para manter os níveis de 

EROs estáveis, as mitocôndrias possuem um sistema antioxidante próprio, responsável 

pela eliminação e neutralização dos radicais livres, compreendido pelos antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos (Belhadj Slimen, 2014).  Como dito por Barbieri e Sestili 

(2011), as enzimas SOD e NF-kB são componentes cruciais na resposta adaptativa das 

células musculares esqueléticas ao estresse oxidativo, com importância na manutenção 

da homeostase redox. Sendo assim, os efeitos de Ex-EtOH 70% foram benéficos no tecido 

muscular distrófico dos camundongos estudados pela redução de marcadores 

inflamatórios e oxidativos. Sobrecargas de Ca2+ na matriz mitocondrial promove danos a 

longo prazo, principalmente abertura prolongada do PTP, incitando a despolarização 

mitocondrial, redução da síntese de ATP e hidrólise do ATP glicolítico (Casati, et. al., 

2024).  

Conforme já visto, o estresse oxidativo resulta de um desequilíbrio entre EROs e 

as defesas antioxidantes do organismo, levando à danos celulares. A lipofuscina é um 

marcador do estresse oxidativo, acumulando-se nas células como subproduto da 
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peroxidação lipídica e do envelhecimento celular (Gagné, 2013). Conforme observado no 

presente estudo, houve diminuição dos grânulos de lipofuscina em todos os músculos 

observados, podendo indicar redução no estresse oxidativo e na peroxidação lipídica nas 

células. O DHE é utilizado para detectar níveis de superóxido, fornecendo indicações de 

estresse oxidativo nos tecidos (Vincent et. al., 2021). A catalase desempenha um papel 

essencial na desintoxicação de espécies reativas de oxigênio, decompondo o peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio (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 peróxido de hidrogênio e, assim, reduzir o estresse 

oxidativo. Esse efeito pode ajudar a minimizar os danos musculares e inflamação, 

contribuindo para a proteção e regeneração muscular na DMD. 

De acordo com os resultados observados nos baixos níveis de adutos de 4-HNE, 

os camundongos mdx possuem baixa peroxidação lipídica. A enzima 4-HNE é um 

aldeído altamente reativo formado como um subproduto da oxidação de ácidos graxos 

insaturados durante o estresse oxidativo (Esterbauer et. al., 1990). De acordo com Uchida 

et. al., (2017), a 4-HNE é capaz de modificar proteínas, lipídios e DNA, levando a 

disfunção celular e contribuindo para o desenvolvimento de várias doenças, como o 

câncer, doenças neurodegenerativas e doenças cardiovasculares.  Além de ser considerada 

uma toxina celular, também pode atuar como um segundo mensageiro intracelular, 

modulando a atividade de várias proteínas quinases e fatores de transcrição que regulam 

respostas celulares ao estresse oxidativo (Li et. al., 2022). Ayala et. al., (2014) mostraram 

que níveis elevados dessa enzima estão associados a diversas doenças humanas, 

ressaltando seu papel crítico como marcados do estresse oxidativo e mediador direto de 

danos celulares e disfunção tecidual. O 4-HNE é um aldeído reativo gerado durante a 

peroxidação lipídica, contribuindo para o estresse oxidativo e danos às estruturas 

celulares (Cao et. al., 2002). Sua detoxificação ocorre principalmente por meio da 

conjugação com GSH, processo fundamental para minimizar os efeitos citotóxicos do 

4HNE (Alary et. al., 2003). Nesse cenário, a ação antioxidante do extrato da soja foi capaz 

de melhorar a peroxidação lipídica no BB.   

O GSH é um dos principais antioxidantes endógenos presentes nas células e atua 

neutralizando espécies reativas de oxigênio (EROs) e radicais livres que são produtos do 

metabolismo celular e podem causar danos às células e aos tecidos (Ballatori, 2009). A 
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glutationa desempenha um papel fundamental na manutenção do equilíbrio redox celular, 

participando de reações de oxirredução, alternando entre sua forma reduzida (GSH) e 

oxidada (GSSG). A forma reduzida (GSH) é essencial para neutralizar EROs e restaurar 

o GSSG para GSH através da ação da enzima glutationa redutase (Dickinson e Forman, 

2002). O GSH atua como um antioxidante essencial, protegendo as células contra danos 

oxidativos. Na DMD, a redução dos níveis de GSH está associada ao aumento do estresse 

oxidativo e à intensificação da lesão muscular (Almeida-Becerril et. al., 2023; Khouzami 

et. al., 2010). Evidências sugerem que o aumento dos níveis de GSH pode atenuar a 

citotoxicidade induzida por 4HNE, reforçando seu papel protetor (Cao et. al., 2002). 

Dessa forma, o equilíbrio redox se justifica para limitar os danos celulares e retardar a 

progressão de doenças associadas ao estresse oxidativo. Nossos resultados indicam ação 

benéfica do extrato da soja por restaurar o estado redox no DIA dos animais distróficos. 

No BB, o aumento do GSH pode sugerir um mecanismo compensatório para 

neutralização das EROs. 

O NF-kB é um fator de transcrição que controla a expressão de genes associados 

à resposta inflamatória, incluindo TNF-α, IL-1β e IL-6 (Lawrence, 2009). Ele 

desempenha um papel fundamental na ativação de macrófagos e outras células imunes 

quando confrontada com estímulos inflamatórios. No contexto da DMD, o NF-kB tem 

sido associado ao desenvolvimento de inflamação muscular crônica (Acharyya et. al., 

2005). Pesquisas indicam que a ativação sustentada do NF-kB pode contribuir para o dano 

muscular persistente observado na DMD, estimulando a produção de citocinas 

inflamatórias e promovendo a quebra de proteínas (Falzarano et. al., 2015; Acharyya et. 

al., 2005). A relação entre NF-κB, inflamação crônica e a DMD é fundamental para 

compreender a patologia da doença e as possíveis abordagens terapêuticas. O NF-κB é 

um fator de transcrição que, quando ativado, contribui para a inflamação e degeneração 

muscular na DMD. Estudos sugerem que a inibição de NF-κB pode reduzir a patologia 

muscular e a inflamação em modelos da doença. Estudos de Acharyya et. al., (2007) 

demonstram que a ativação de NF-κB permanece persistentemente elevada em células 

imunes e fibras musculares, resultando em inflamação crônica e necrose muscular. Por 

outro lado, Proto (2013) e Yang et. al., (2012) em seus achados mostram que a inibição 

especialmente da subunidade p65, melhoraram a regeneração muscular e reduziram a 

inflamação em modelos de camundongos mdx. A terapia genética, por meio da 

administração mediada por AAV de p65-shRNA, resultou em uma redução significativa 
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dos níveis de NF-κB, melhorando a patologia muscular em camundongos mdx (Yang et. 

al., 2012). Entretanto, embora a inibição de NF-κB seja promissora, a ubiquitinação da 

via representa desafios para a aplicação clínica, uma vez que a inibição generalizada pode 

resultar em efeitos adversos, como a toxicidade renal, observada em alguns estudos (Reay 

et. al., 2015). Várias estratégias terapêuticas com foco na modulação do NF-kB foram 

exploradas como meios potenciais para aliviar a inflamação e retardar a progressão da 

DMD (Malik et. al., 2012).  

A interação entre macrófagos, inflamação e a via de sinalização NF-κB é central 

para a compreensão da DMD. Os macrófagos desempenham um papel dual na doença, 

contribuindo tanto para a inflamação quanto para a regeneração muscular, enquanto a via 

NF-κB atua como um regulador essencial desses processos. Durante o reparo tecidual, os 

macrófagos alternam entre estados pró-inflamatórios (M1) e anti-inflamatórios (M2), 

sendo indispensáveis para a regeneração muscular. No entanto, na DMD, essa transição 

é desregulada, resultando em inflamação persistente, regeneração muscular prejudicada e 

acúmulo de fibrose no tecido muscular (He, 2016; Hernández‐Torres et. al., 2024). Além 

disso, a via NF-κB está hiperativada na DMD, particularmente em macrófagos e fibras 

musculares, promovendo inflamação crônica e necrose muscular (Acharyya et. al., 2007).  

A inflamação crônica na DMD, gerada pela ativação contínua de macrófagos e da via NF-

κB, leva a altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-6, exacerbando 

a degeneração muscular (Messina et. al., 2011). Essa interação entre macrófagos e NF-

κB não só amplifica os danos musculares, como também sugere que intervenções voltadas 

para essa relação podem ser eficazes no manejo da doença (He, 2016; Acharyya et. al., 

2007).  Assim, nós observamos que o Ex-EtOH 70% teve ação anti-inflamatória por 

reduzir os níveis de macrófagos e NF-kB no BB e DIA dos camundongos mdx. 

Os núcleos centrais são prevalentes em músculos distróficos devido aos ciclos 

repetidos de degeneração e regeneração (Saponjian, 2016). No entanto, com o avanço da 

DMD, a capacidade regenerativa das fibras musculares diminui, levando ao aumento da 

nucleação central (Chemello et al., 2020). O índice nuclear central, usado como medida 

de regeneração muscular, tende a diminuir com tratamentos eficazes, indicando uma 

melhora na saúde muscular (Zschüntzsch et. al., 2020). 
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8 CONCLUSÃO  

 

O Ex-EtOH 70% rico em isoflavonas demonstrou ser seguro e benéfico no modelo 

de camundongo mdx, promovendo melhora na função muscular e redução da miopatia. 

As isoflavonas atuaram por meio da via de inibição de NF-κB e da redução da produção 

de EROs, modulando o estresse oxidativo e a inflamação, além de regular os processos 

de degeneração e regeneração no músculo distrófico. Investigações futuras desses 

mecanismos podem esclarecer o potencial terapêutico das isoflavonas na ativação da via 

miogênica para o reparo muscular em casos de DMD. 
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