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ABREVIATURAS 
 
4-HNE – 4-hidroxinonenal 

ADP – difosfato de adenosina 

AE – azul de Evans  

ATP – trifosfato de adenosina 

CDG – complexo distrofina-glicoproteínas  

CK – enzima creatina-quinase  

CTRL – controle  

DABCO – 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano  

DIA – músculo diafragma  

DMD – distrofia muscular de Duchenne  

EROs – espécies reativas de oxigênio  

GAPDH – gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

H202 – peróxido de hidrogênio 

HE – hematoxilina-eosina  

IL-1!  – interleucina 1!  

Infl/Reg – área de inflamação / regeneração  

MDA – malondialdeído  

mdx – X chromosome-linked muscular dystrophy 

mdxN – camundongo mdx tratado com N-acetilcisteína  

mdxS – camundongo mdx tratado com salina  
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NC – núcleo central  
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nNOS – óxido nítrico sintase neuronal 

NO – óxido nítrico 

NP – núcleo periférico 

OH- – radical hidroxila 

Reg – área de regeneração  

SAC – canal de cálcio ativado por estiramento 

STN – músculo esternomastóideo  
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TA – músculo tibial anterior 

TNF- ! – fator de necrose tumoral ! 
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RESUMO 

 

Estudos recentes demonstram o envolvimento do estresse oxidativo nas distrofinopatias. Neste 

trabalho, verificamos se o uso do antioxidante N-acetilcisteína (NAC) no período que antecede a 

mionecrose diminui a degeneração muscular em camundongos mdx, modelo experimental da 

distrofia muscular de Duchenne. Quinze camundongos mdx com 14 dias de vida receberam por 

via intraperitoneal 150mg/kg de NAC diluído em salina por 14 dias. Quinze camundongos mdx 

receberam salina pela mesma via e período. Os músculos tibial anterior (TA), esternomastóide 

(STN) e diafragma (DIA) foram utilizados para quantificar (1) fibras em degeneração muscular 

(fibras positivas ao azul de Evans), (2) fibras regeneradas (fibras com núcleo central), (3) áreas de 

Inflamação/Regeneração e Regeneração, (4) conteúdo de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-") e 

do 4-hidroxinonenal (4-HNE), através da técnica de immunoblotting. Amostras de sangue foram 

utilizadas para quantificar o conteúdo da enzima creatina quinase (CK). NAC promoveu 

diminuição significativa na porcentagem de fibras em degeneração (marcadas pelo azul de 

Evans) em todos os músculos analisados, redução significativa de fibras com núcleo central no 

músculo TA e diminuição significativa na área de Inflamação/Regeneração nos músculos STN e 

DIA (p<0,05; Teste t de Student). Na análise por immunoblotting, observamos diminuição 

significativa do TNF-" no músculo DIA e do 4-HNE nos músculos STN e DIA dos 

camundongos mdx tratados com NAC (p<0,05; Teste t de Student). Diminuição significativa dos 

níveis de CK foi observada nos animais tratados com NAC (p<0,05; Teste t de Student). Em 

conjunto, estes resultados demonstram que o antioxidante NAC possa ser potencialmente útil 

para o tratamento farmacológico da distrofia muscular. 
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ABSTRACT 

 

Recent studies strongly support the involvement of oxidative stress in dystrophinopathies. In the 

present study, we verified whether N-acetylcysteine (NAC) treatment before the cycles of muscle 

degeneration-regeneration decreases muscular degeneration in mdx mice. Mdx mice at 14 days of 

age received intraperitoneal injection of NAC (150mg/kg diluted with saline) daily, for 14 days. 

Control mdx mice received saline by the same via and for the same period of time. The tibialis 

anterior (TA), sternomastoid (STN) and diaphragm (DIA) muscles were used for the 

quantification of (1) necrotic fibers (labeled with Evans blue dye), (2) regenerated fibers with 

central nuclei, (3) inflammation/regeneration area, (4) tumor necrosis factor-alpha (TNF-") and 

4-hydroxynonenal (4-HNE) levels (immunoblotting analysis). The blood of these animals was 

drawn to evaluate serum CK activity by spectrophotometry. NAC-treated muscle showed a 

significant decrease in the percentage of Evans blue dye-positive fibers (p<0,05; Student’s t 

Test). The number of fibers with central nuclei decreased in the TA muscle (p<0,05; Student’s t 

Test). The area of inflammation-regeneration decreased in the STN and DIA muscles in the NAC 

treated group. Immunoblots showed a significant decrease in the levels of TNF-! levels in DIA 

muscle and of 4-HNE levels in STN e DIA muscles in NAC-treated mice (p<0.05; Student´s t-

test). NAC significantly decreased the blood levels of creatine kinase in NAC-treated mice 

(p<0.05; Student´s t-test). These results suggest that antioxidants such as NAC could have 

therapeutic potential for dystrophinopathies. 
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1.0 INTRODUÇÃO 
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1.1 Apresentação 

As distrofias musculares compreendem um grupo heterogêneo de patologias 

geneticamente determinadas, caracterizadas por alterações degenerativas progressivas das fibras 

musculares, cuja principal manifestação é a fraqueza muscular progressiva (SCHMALBRUCH, 

1982). A disfunção genética mais comum é a distrofia muscular de Duchenne (DMD).  

A DMD é uma doença autossômica recessiva ligada ao cromossomo X que acomete uma 

em cada 3.500 crianças do sexo masculino nascidas vivas (BIGGAR et al., 2002). Afeta 

primariamente a musculatura estriada esquelética e cardíaca. Os primeiros sinais do 

acometimento se tornam evidentes no início da infância e a doença evolui com perda progressiva 

da musculatura, substituição das fibras musculares por tecido fibroadiposo e aumento do tecido 

conjuntivo intersticial (SEIXAS et al., 1997). No início da segunda década de vida a maioria dos 

indivíduos perde a capacidade de deambular e fica dependente de cadeira de rodas 

(CHAKKALAKAL et al., 2005). Embora a utilização de recursos terapêuticos seja capaz de 

melhorar qualidade de vida dos portadores da DMD, na maioria dos casos o óbito ocorre ao fim 

da segunda década de vida por falência cardiorrespiratória (BOGDANOVICH et al., 2004).  

A alteração genética ocorrida na DMD causa modificação do gene responsável pela 

codificação da proteína distrofina. A ausência desta proteína ainda é considerada como o 

principal fator responsável pela patofisiologia da doença. Entretanto, recentes estudos indicam 

que outros fatores também podem estar envolvidos na patogênese da DMD, como por exemplo, o 

estresse oxidativo.  

Marcadores de estresse oxidativo foram identificados em músculos de pacientes 

distróficos e de camundongos mdx, modelo experimental da DMD (RAGUSA et al., 1997; 

RODRIGUEZ, TARNOPOLSKY, 2003). Outros trabalhos também indicam o envolvimento do 

estresse oxidativo na fisiopatologia da DMD. Dentre estes podemos destacar os que enfocam que 
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as células musculares distróficas são mais susceptíveis a espécies reativas de oxigênio (EROs), 

(RANDO et al., 1998; DISATNIK et al., 1998); que os radicais livres contribuem para a perda da 

integridade da membrana nas distrofias musculares (MURPHY, KEHRER, 1989); redução da 

concentração de antioxidantes endógenos (glutationa e vitamina E) e alterações na atividade de 

enzimas antioxidantes nas fibras musculares distróficas (RAGUSA et al., 1997; MURPHY, 

KEHRER, 1989). 

Desta forma, tratamentos com antioxidantes que inibem a formação de EROs, como por 

exemplo o N-Acetilcisteína (NAC), podem ter um potencial efeito terapêutico sobre a DMD. 

Diminuição do nível de radicais livres foi observada no músculo cardíaco de camundongos mdx 

tratados com NAC (WILLIANS, ALLEN, 2007). Recentemente, também foi observado que NAC 

previne o aumento da permeabilidade da membrana e reduz o déficit de força associado com 

dano muscular induzido por estiramento (WHITEHEAD, 2008). 

 

1.2 Distrofia Muscular de Duchenne 

 A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é considerada a mais comum e devastadora das 

distrofias musculares humanas, afetando 1 a cada 3500 crianças do sexo masculino nascidas 

vivas (BIGGAR et al., 2002). A DMD é uma doença recessiva ligada ao cromossomo X, em que 

os pacientes sofrem uma degeneração muscular progressiva severa. Os primeiros sinais clínicos 

são detectados entre 2 e 5 anos de idade através da dificuldade de caminhar e erguer-se de 

superfícies. Com a progressão da doença, já na adolescência, o paciente fica confinado a cadeira 

de rodas, e a insuficiência cardiopulmonar é a causa de sua morte, frequentemente durante a 

segunda década de vida (ENGEL et al., 1994). 

 A anormalidade genética da DMD está presente no braço curto do cromossomo X (locus 



! H

Xp21.1) cujo produto normal é uma proteína denominada distrofina (HOFFMAN, 1996). A 

distrofina é encontrada na face citoplasmática do sarcolema, ligada aos miofilamentos da fibra 

muscular e a um complexo de glicoproteínas da membrana. O complexo distrofina glicoproteínas 

(CDG) é constituído de proteínas sarcolemais e expresso em alta concentração no músculo 

estriado esquelético (RANDO, 2001). A função desse complexo é estabilizar a membrana da 

célula muscular durante os ciclos de contração e relaxamento. Além disso, existem evidências do 

importante papel do CDG na regulação de canais de cálcio mecanossensíveis, especialmente no 

espaço subsarcolemal, influenciando na homeostase do cálcio e na sua sinalização (GAILLY, 

2002).  

Várias hipóteses procuram explicar os mecanismos que levam à degeneração nos 

músculos distróficos (para revisão ver DECONINCK, DAN, 2007). A hipótese mecânica sugere 

que a inexistência da ligação entre os meios intra e extracelular, decorrente da ausência da 

distrofina e das demais proteínas do CDG, torna o sarcolema mecanicamente instável (COHN, 

CAMPBEL, 2000; BATCHELOR, WINDER, 2006; DECONINK, DAN, 2007; ERVASTI, 

2007). A instabilidade mecânica faz com que os músculos se tornem susceptíveis à lesão durante 

os ciclos de contração e relaxamento (CHAKKALAKAL et al., 2005). Em virtude desta 

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

substâncias do meio extracelular para o meio intracelular, como o íon cálcio, e de substâncias do 

meio intracelular para o meio extracelular, como a enzima creatinoquinase (CK); (ENGEL, 

YAMAMOTO, FISCHKHBECK, 1994). Na DMD, o aumento do nível plasmático da CK é 

característico da fase inicial da doença. Durante os três primeiros anos de vida, os níveis de CK 

aumentam até atingirem um pico que coincide com o início do aparecimento dos primeiros sinais 

clínicos da patologia (ENGEL, YAMAMOTO, FISCHKBECK, 1994). Nos camundongos mdx, 
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os níveis de CK são elevados durante grande parte da vida do animal (BULFIELD et al., 1984; 

ENGEL, YAMAMOTO, FISCHKHBECK, 1994; YOSHIDA et al., 2006).  

A hipótese do cálcio sugere o envolvimento do CDG no funcionamento de canais iônicos 

da membrana e sua alteração provoca alteração no funcionamento destes canais. A passagem 

excessiva deste íon para o interior da fibra muscular provoca sobrecarga das mitocôndrias com 

conseqüente redução da síntese de ATP, ativação de proteases cálcio-dependentes e ativação de 

fosfolipases A
2
, enzimas que digerem os fosfolipídeos da membrana, levando a um aumento das 

áreas de descontinuidade desta e permitindo a entrada de mais íons cálcio para o meio intracelular 

(para revisão ver GISSEL, 2005; WHITEHEAD, YEUNG, ALLEN, 2006). Devido a esta série 

de eventos, as fibras musculares distróficas sofrem degeneração e necrose (PETROF, 1998; 

ALDERTON, STEINHARDT, 2000; BATCHELOR, WINDER, 2006). Esta hipótese se 

confunde com a hipótese mecânica devido à interação existente entre os dois mecanismos.  

Outra hipótese é a participação de fatores inflamatórios liberados por neutrófilos, 

macrófagos e citocinas, como o fator de necrose tumoral ! (TNF-!; WHITEHEAD, 2006). 

Sugere-se que os músculos distróficos apresentam resposta inflamatória excessiva em 

conseqüência à lesão das fibras musculares, independente do mecanismo que provoca a lesão. A 

resposta inflamatória exacerbada é um mecanismo secundário que aumenta a mionecrose e 

contribui para a progressão da doença (WEHLING, SPENCER, TIDBALL, 2001; PORTER et 

al., 2002; HODGETTS et al., 2006). 

Além dessas hipóteses, estudos suportam fortemente a importância do estresse oxidativo 

nas distrofinopatias (RANDO et al., 1998; NIEBROJ-DOBOSZ et al., 2002; RODRIGUEZ, 

TARNOPOLSKY, 2003; NAKAE et al., 2004). Há evidências de que o processo degenerativo 

nos músculos distróficos pode ser devido ao estresse oxidativo. 
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1.3 Camundongo mdx  

O camundongo mdx foi o primeiro modelo experimental da DMD e é o mais utilizado nos 

estudos relacionados a esta patologia (TANABE, ESAKI, NOMURA, 1986; HAMER et al., 

2002; SASAOKA et al., 2003). Esta linhagem, denominada C57BL/10 mdx (X chromosome-

linked muscular dystrophy) surgiu espontaneamente da linhagem C57BL/10 e foi descoberta ao 

acaso durante a realização de estudos sobre alterações nos glóbulos vermelhos (BULFIELD et al., 

1984). Nestes animais, o nível plasmático da creatinoquinase (CK) mostrou-se elevado, 

sugerindo degeneração muscular (HOFFMAN, BROWN, KUNKEL, 1987). Posteriormente, foi 

confirmada a deficiência do gene responsável pela expressão da distrofina em virtude de 

alteração genética semelhante à ocorrida na DMD (SICINSKI et al., 1989). Nestes camundongos, 

a análise histológica de músculos estriados esqueléticos revelou a existência de degeneração e 

regeneração muscular, semelhante ao que ocorre em portadores da DMD (BULFIELD et al., 

1984). No entanto, nos camundongos mdx os ciclos de regeneração muscular parecem compensar 

adequadamente a degeneração muscular. Estes animais apresentam menor acúmulo de tecido 

conjuntivo e menor perda funcional quando comparados à distrofinopatia desenvolvida em 

humanos (YABLONKA-REUVENI, ANDERSON, 2006).  

Nos músculos de camundongos mdx os ciclos de degeneração/regeneração se iniciam 

efetivamente por volta dos 20 dias de idade. Estudos mostraram que no sétimo dia pós-

nascimento os camundongos apresentam cerca de 0,62% das fibras musculares regeneradas. No 

décimo quarto e vigésimo primeiro dias, 2,2% e 5%, respectivamente, período caracterizado 

como estado pré-necrótico (MINATEL et al., 2003; PORTER et al., 2003). No período entre 21 e 

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

animais (SHAVLAKADZE et al., 2004). A intensa necrose miofibrilar, observada neste período, 

providencia um excelente modelo para o estudo de intervenções terapêuticas designadas para 
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prevenir ou reduzir a necrose, uma vez que a redução da miopatia é facilmente identificada 

(RADLEY, GROUNDS, 2006). Entre 35 e 90 dias 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 et al., 1986). Com 

o passar do tempo, a capacidade de regeneração muscular diminui, provavelmente devido à 

exaustão das células satélites (LUZ, MARQUES, NETO, 2002), que são as células precursoras 

das células musculares e responsáveis pela regeneração muscular (para revisão ver DAWHAN, 

RANDO, 2005). Por volta dos 20 meses de idade estes animais apresentam substituição das 

fibras musculares degeneradas por tecido conjuntivo fibroso, as características histológicas de 

seus músculos tornam-se semelhantes às observadas em humanos e eles apresentam fraqueza 

muscular progressiva (LEFAUCHEUR, PASTORET, SEBILLE, 1995).  

 Outro ponto a ser destacado é que os músculos apresentam diferenças na evolução e na 

intensidade das lesões (PASTORET, SEBILLE, 1995; RADLEY, GROUNDS, 2006; 

MARQUES et al., 2008). Diferente da maioria dos músculos do animal distrófico, o diafragma 

apresenta uma patologia severa com degeneração progressiva, similar a progressão da DMD em 

humanos. Acredita-se que esta diferença é causada pelo trabalho contínuo do músculo para a 

respiração (STEDMAN et al., 1991) e pela diminuição da capacidade de regeneração após dano 

muscular (MATECKI et al., 2004). 

 

1.4 Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 

Atualmente, existe um crescente interesse no estudo do envolvimento das espécies 

reativas de oxigênio (EROs) na patogênese das distrofinopatias.  
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A produção de EROs, entre outras espécies reativas, é parte integrante do metabolismo 

humano e é observada em diversas condições fisiológicas, tendo importante função biológica. Por 

outro lado, quando sua produção é exacerbada, o organismo dispõe de um eficiente sistema 

antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilíbrio (VASCONCELOS et al., 2007).  

O sistema antioxidante é composto por enzimas e substâncias protetoras não enzimáticas 

(ZWART et al., 1999). Alguns atuam reduzindo a velocidade de iniciação dos processos 

radicalares, suprimindo a geração de radicais livres, ou eliminando-os. Algumas enzimas, tais 

como a glutationa peroxidase e catalase, decompõem hidroperóxidos lipídicos e o peróxido de 

hidrogênio sem gerar radicais livres. Proteínas transportadoras de íons ferro e cobre, como a 

transferrina e a ceruloplasmina, atuam impedindo que estes metais catalisem reações oxidativas, 

já os carotenóides e a enzima superóxido dismutase atuam suprimindo o oxigênio singlet e 

catalisando a dismutação do ânion radical superóxido, respectivamente (FRIDOVICH, 1998; 

FANG et al., 2002).  

Os antioxidantes seqüestradores captam os radicais rapidamente, inibindo a iniciação da 

cadeia radicalar e/ou interrompendo a propagação da mesma, doando um átomo de hidrogênio 

para formar um composto estável e um radical derivado do antioxidante. Esses antioxidantes 

podem ser hidrossolúveis ou lipossolúveis. Os compostos tais como ascorbato, urato, bilirrubina, 

albumina e componentes contendo grupamento tiol agem como antioxidantes hidrossolúveis, 

sendo capazes de seqüestrar radicais livres somente no meio aquoso, não podendo seqüestrar 

radicais lipofilicos localizados nas membranas celulares. Já o alfa-tocoferol é conhecido como 

um importante seqüestrador de radicais lipossolúveis, protegendo as membranas celulares contra 

radicais lipofílicos (HALLIWELL, 1994).  

Os componentes do sistema de reparo são enzimas capazes de destruir proteínas 

danificadas por radicais livres, remover ácidos graxos oxidados presentes nas membranas e 



! $&

reparar lesões no DNA induzidas por radicais livres (HALLIWELL, 1994; SLUPPHAUG et al., 

2003).  

Estes antioxidantes agem cooperativamente protegendo os sistemas biológicos contra os 

efeitos deletérios das EROs. No entanto, em condições de exaustão, é criado um estado de 

estresse oxidativo, levando a danos nestes sistemas. Sendo assim, muitos trabalhos visam a 

obtenção de compostos com atividade antioxidante, com o objetivo de minimizar os efeitos 

deletérios destas espécies (HALLIWELL, 1994; FREDSTROM, 2002). 

Em situação de estresse oxidativo, há um desequilíbrio entre os sistemas antioxidantes e 

os pró-oxidantes, com a predominância destes últimos. Os mecanismos de defesa do organismo 

nesta situação podem não ser suficientes para conter tais espécies, havendo a necessidade de 

intervenção terapêutica a fim de se evitar a lesão oxidativa de moléculas biologicamente 

importantes (FANG et al., 2002; FREDSTROM, 2002). Dentre os efeitos deletérios atribuídos à 

formação de EROs podemos destacar: inativação de enzimas, peroxidação de lípides da 

membrana celular, mutações no DNA mitocondrial e nuclear e modificação de proteínas 

(McCORD, 2000). 

 

1.5 Espécies Reativas de Oxigênio e Músculo Distrófico 

Sabe-se também que as EROs possivelmente são mediadoras da lesão do músculo 

distrófico (WHITEHEAD, 2006). A hipótese de que as EROs estejam envolvidas na 

fisiopatologia das distrofias musculares foi inicialmente baseada nas similaridades entre as 

mudanças patológicas que ocorrem na DMD e mudanças que ocorrem no músculo sob diferentes 

condições de estresse oxidativo, como isquemia, exercício físico intenso e deficiência de 

vitamina E (MURPHY, KEHRER, 1989; IRINTCHEV, WERNIG, 1987; MENDELL et al., 
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1971). Foram observadas alterações bioquímicas no músculo distrófico que são características de 

lesão oxidativa (RAGUSA et al., 1997; HAYCOCK et al., 1996; HAUSER et al., 1995; 

MURPHY, KEHRER, 1989). O aumento do estresse oxidativo na DMD é indicado: pelo 

aumento da excreção do 8-hidroxy-2’-deoxyguanosine, indicativo de lesão oxidativa no DNA 

(RODRIGUEZ, TARNOPOLSKY, 2003); por alterações nas proteínas (NIEBROJ-DOBOSZ et 

al., 2002), indução de enzimas antioxidantes (MECHLER et al., 1984) e acúmulo de lipofuscina 

no músculo distrófico (NAKAE et al., 2004). Outro ponto a ser destacado é que as células 

distróficas são especificamente mais sensíveis à lesão por estresse oxidativo do que células 

musculares normais (RANDO et al., 1998). Além disso, evidências indicam uma associação entre 

o CDG e a óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) (BRENMAN et al., 1996; CHANG et al., 1996; 

BRENMAN et al., 1995), enzima envolvida no metabolismo do radical livre NO·. 

Além disso, outro fator importante é que se observou que o aumento da produção das 

EROs, no período que antecede a qualquer necrose no camundongo mdx, promove peroxidação 

lipídica da membrana (DISATNIK et al., 1998). Desta forma, sugere que o estresse oxidativo 

pode ser um dos mecanismos primários da degeneração muscular distrófica, ao invés de ser um 

efeito secundário deste processo. Esta hipótese é suportada por dois estudos in vivo, os quais 

demonstram redução da degeneração muscular em mdx tratados com antioxidante derivado do 

chá verde (BUETLER et al., 2002) ou submetidos a uma dieta pobre em ferro, a qual reduz a 

produção de radicais hidroxila (BORNMAN et al., 1998). 

As EROs podem causar lesão muscular através de efeitos diretos nas proteínas e na 

membrana da fibra muscular (peroxidação lipídica), como através da ativação de moléculas pró-

inflamatórias (WHITEHEAD et al., 2006). Tradicionalmente, considera-se que os oxidantes 

exerçam seu efeito via ação tóxica direta sobre as células alvo. Contudo, estudos recentes têm 

sugerido sua contribuição na indução de genes. As EROs têm sido relacionadas à ativação do 
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fator nuclear de transcrição NF-KB nos camundongos mdx, uma vez que a ativação deste fator 

pode ser prevenida pelo antioxidante N-acetilcisteína (KUMAR, BORIEK, 2003). Sustentando 

ainda a ativação do fator NF-KB por EROs, experimentos constataram o aumento da expressão 

de citocinas pro-inflamatórias reguladas por este fator de transcrição, como o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF- !) e interleucina IL-1!, nos músculos de camundongos mdx antes do período 

necrótico (KUMAR, BORIEK, 2003). Sugere-se que o aumento anormal de TNF-! promove 

fraqueza muscular também em outras doenças (ZHAO, ZENG, 1997; NAKASHIMA et al., 

1998). Considera-se também que o TNF- ! é um dos mais importantes indutores de NF-KB, 

contribuindo para um feedback positivo (MESSINA et al., 2006). 

As evidências sugerem que as EROs podem estar envolvidas no processo distrófico, 

acionando uma cascata inflamatória que conduz a ativação do fator NF-KB e subseqüente 

liberação de mediadores inflamatórios. Segundo Messina e colaboradores (2006), a interrupção 

desta cascata pode ter um potencial efeito terapêutico. 

 

1.6 N-Acetilcisteína  

N-Acetilcisteína (NAC) é um tiol, composto precursor da L-cisteína e glutationa reduzida 

nas células (ZAFARULLAH et al., 2003). É uma fonte de grupos sulfidril e removedores de 

substâncias reativas com o oxigênio (OH- e H2O2), geradas pela reação dos peroxinitritos, como 

o NO e superóxidos (ARUOMA et al., 1989). NAC tem demonstrado efeito protetor na disfunção 

endotelial e inflamação, no tratamento pela desintoxicação ao paracetamol e na diminuição da 

lesão provocada pelo tempo de isquemia do enxerto e dos níveis de malondialdeído (MDA) em 

pacientes renais crônicos (ZAFARULLAH et al., 2003). 
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NAC tem sido empregado no estudo de lesão por contraste iodado, pelo uso de drogas 

nefrotóxicas e na insuficiência renal crônica (TEPEL, 2000; DRAGER et al., 2004; SHIMIZU et 

al., 2005) e como mucolítico no tratamento da bronquite crônica e outras patologias pulmonares 

(ZUIN et al., 2005).  

Muitos estudos têm demonstrado sua função antioxidante, principalmente no tratamento 

de doenças inflamatórias, por inibir o estresse oxidativo, a liberação de TNF-! e a quimiotaxia de 

neutrófilos e monócitos, entre outros efeitos (ZAFARULLAH et al., 2003). 

Efeitos benéficos do NAC foram relatados nos músculos distróficos. A diminuição do 

nível de radicais livres foi observada no músculo cardíaco de camundongos mdx, tornando-o 

semelhante ao observado em animais controle (WILLIANS, ALLEN, 2007). O uso de NAC 

também preveniu o aumento da permeabilidade da membrana e reduziu o déficit de força 

associado com dano muscular induzido por estiramento nos camundongos distróficos 

(WHITEHEAD, 2008). 
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2.0 OBJETIVOS 
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Os objetivos do presente estudo foram: 

 

1) Verificar se o tratamento com NAC, antes que se iniciem os ciclos de 

degeneração/regeneração, diminui a degeneração muscular em camundongos mdx. 

2) Quantificar o conteúdo de TNF-! após tratamento com NAC. 

3) Quantificar a peroxidação lipídica (4-Hydroxynonenal – 4-HNE) após tratamento com NAC. 
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3.0 MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Animais 

Utilizamos 40 camundongos das linhagens mdx e C57BL/10 (camundongos heterozigotos 

para o gene que desencadeia a distrofia muscular de Duchenne e que deram origem à linhagem 

mdx), de ambos os sexos, com 14 dias de vida pós-natal, obtidos de casais mantidos no biotério 

do Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia. As matrizes são oriundas do Centro 

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

filhotes permaneceram com a fêmea até o 25° dia de vida pós-natal sendo posteriormente 

separados. Durante todo o experimento, mantivemos os animais em caixas plásticas com 12 horas 

de ciclo claro/escuro, ração e água ad libitum.  

Desenvolvemos os protocolos experimentais de acordo com os princípios éticos na 

experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e 

aprovados pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA-IB/UNICAMP). 

 

3.2 Protocolo Experimental 

 

3.2.1 Camundongos mdx (n=30) 

Dividimos os animais em dois grupos experimentais: mdx tratado com NAC (mdxN, n=15), e 

mdx tratado com solução salina (mdxS, n=15).  

Realizamos a análise morfológica (coloração com Hematoxilina e Eosina (HE) e azul de 

Evans (AE)) nos músculos Esternomastóide (STN), Tibial Anterior (TA) e Diafragma (DIA) de 5 

animais de cada grupo. 

 Realizamos a análise bioquímica e por western blotting em outros 10 animais de cada 
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grupo. Para tanto, retiramos amostras de sangue para avaliar a concentração de creatina quinase 

(CK) e utilizamos os músculos STN, TA e DIA para quantificar o conteúdo de TNF-! e 4-HNE.  

 

3.2.2 Camundongos C57BL/10 (n=10) 

 Utilizamos os animais deste grupo (CTRL) para as análises bioquímica e western blotting. 

Retiramos amostras de sangue para avaliar a concentração de creatina quinase (CK) e utilizamos 

os músculos STN, TA e DIA para quantificar o conteúdo de TNF-! e 4-HNE.  

 

3.3 Tratamento com NAC 

A partir do 14º dia de vida pós-natal, pesamos os camundongos mdx diariamente e os 

animais do grupo mdxN receberam por injeção intraperitoneal doses diárias de 150mg/kg de 

NAC diluído em salina (WANG et al., 2006; LIU et al., 2007) até completarem 28 dias de idade. 

O grupo mdxS recebeu salina, pela mesma via e período.  

 

3.4 Análise Histológica 

Doze horas antes do sacrifício, pesamos os animais e injetamos (por via intraperitoneal) 

0,1 ml de uma solução a 1% de AE para cada 10g de camundongo, (solução em PBS: 14g de 

fosfato de sódio monofásico, 4,3 g de fosfato de potássio dibásico anidro, 72g de cloreto de sódio 

em um litro de água destilada; ph 7,5; HAMER et al., 2002; MATSUDA et al., 1995). Após o 

tempo acima referido, anestesiamos os animais 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 0,1mL/30g de peso corporal. Retiramos os músculos STN, DIA e TA, congelamos 
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em isopentano resfriado a –159ºC (nitrogênio líquido) e armazenamos em biofreezer a –70ºC. 

Para obtenção dos cortes em criostato (Microm#-HS505E) os músculos foram mantidos a –23ºC, 

seccionados transversalmente na espessura de 0,8 µm e coletados em lâmina. Obtivemos 06 

lâminas com 12 cortes dos músculos STN, DIA e TA dos referidos grupos experimentais. Dessas, 

03 foram banhadas com acetona por 15 minutos e posteriormente montadas em meio de 

montagem DABCO (Sigma) para fluorescência para visualização das fibras coradas com AE. As 

restantes coramos com HE, e montamos em resina. 

Para a verificação da penetração do AE nas fibras musculares, analisamos dois cortes de cada 

músculo em microscópio óptico de fluorescência (Nikon). Quantificamos o número de fibras 

coradas e expressamos em porcentagem em relação ao número total de fibras da mesma secção. 

Observamos as lâminas coradas com HE em microscópio de luz. Avaliamos o número de 

fibras que apresentaram núcleo central (indicativo de fibras musculares regeneradas; TORRES, 

DUCHEN, 1987), de fibras com núcleo periférico (característica de fibras normais) e 

delimitamos as áreas de inflamação / regeneração (Infl/Reg) e as áreas de regeneração (Reg). A 

contagem da população de fibras foi obtida através de um retículo de cem pontos acoplado à 

ocular do microscópio em objetiva de 40X, com auxílio de um contador manual. Contamos todas 

as fibras dos cortes (fibras normais e regeneradas) para estimar a população total de fibras de 

cada músculo, possibilitando a obtenção da porcentagem de fibras normais e regeneradas dos 

animais empregados no experimento. Para delimitarmos as áreas Infl/Reg e Reg, capturamos as 

imagens por uma câmera fotográfica acoplada ao microscópio. Analisamos as imagens pelo 

programa Image-Pro Express. Obtivemos a área total da secção transversal de cada músculo por 

meio da soma das partes fotografadas. Submetemos os resultados obtidos ao Teste t de Student. 

 



! ;&

3.5 Determinação da atividade de creatina-quinase (CK) 

Determinamos a atividade de CK no soro dos animais dos grupos CTRL, mdxN e mdxS. 

Após anestesia (protocolo descrito no item 3.4), coletamos amostras de sangue por punção 

cardíaca e centrifugamos (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18k) a 3000 rpm, por 10 minutos a 

4°C. Utilizamos o soro obtido para determinar a atividade de CK através do kit CK Nac Cinético 

Crystal da Bioclin. Lemos as absorbâncias das amostras a 25°C utilizando espectrofotômetro 

U.V. (Thermo Electron Corporation® Spectrophotometer Genesys 20) com comprimento de onda 

de 340 "m e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Expressamos os valores em U/L. 

 

3.6 Quantificação de TNF-! e 4-HNE 

Após retirada do sangue, perfundimos os animais com PBS, removemos e cortamos os 

músculos STN, DIA e TA em pequenos pedaços, que foram homogeneizados imediatamente em 

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

de sódio 100mM, fluoreto de sódio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 

2 mM e 0,1mg/ml de aprotinina) a 4ºC usando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo 

PT 10/35; Kinematica Ag) operado em velocidade máxima por 30 segundos. Centrifugamos os 

extratos a 11000 rpm a 4ºC por 20 minutos e utilizamos o sobrenadante para análise do extrato 

total. Realizamos a determinação de proteína pelo método de BRADFORD e colaboradores 

(1976). Tratamos as amostras do extrato protéico 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 100mM, 

aquecidas em água fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. Em seguida, aplicamos 

30 µg de proteína em gel SDS-poliacrilamida a 12% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad 

(mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). Realizamos a eletrotransferência do 
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gel para a membrana de nitrocelulose em 90 minutos a 120V (constante) em aparelho de 

transferência da Bio-Rad. Incubamos as membranas com solução basal (Trisma base 10mM, 

cloreto de sódio 150mM e Tween-20 0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 2 horas em 

temperatura ambiente para reduzir a ligação não específica de proteínas. Posteriormente, 

incubamos com 10µg de anticorpo primário (anti-TNF-! policlonal, Milipore, AB2148P ou 4-

HNE, Santa Cruz Biotecnology: sc-130083) diluído em 10ml de solução basal contendo 3% de 

leite desnatado a 4ºC durante a noite. No dia seguinte, lavamos as membranas por 30 minutos 

com solução basal e incubmos em 10ml de solução basal contendo 1% de leite desnatado e 2,5µg 

de anticorpo secundário (goat anti-mouse IgG Peroxidase labeled para o TNF-! e rabbit anti-goat 

IgG Peroxidase labeled para o 4-HNE) por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, 

lavamos as membranas novamente por 30 minutos com solução basal. Para detectar as bandas 

imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de quimioluminescência (Super Signal 

West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos, seguido de exposição a um filme Kodak 

XAR (Eastman KodaK, Rochester, N.Y, USA). Escaneamos as densidades das bandas e das 

amostras sobre o filme e “salvamos” em discos de computador para quantificação da 

densitometria ótica, usando um scanner e o programa ImageJ (Image Processing and Analysis in 

Java). 

Para a normalização dos dados obtidos realizamos o controle interno através da incubação 

das amostras com o anticorpo primário GAPDH (FL-335, rabbit polyclonal antibody, Santa Cruz 

Biotechnology). O protocolo consiste na reutilização das membranas utilizadas para detecção do 

TNF-! e 4-HNE. Para tanto, as referidas lavamos as membranas com TBS-T (solução basal) 3 

vezes, por 10 minutos. Em seguida, incubamos com 10 mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCl 

pH 7.5; #-Mercaptoethanol 0.1M; Uréia 8M) durante 1 hora, à 60°C. Após esse período, re-
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equilibramos as membranas e lavamos com TBS-T. A seguir, incubamos com 10µg do anticorpo 

primário GAPDH e 2,5µg do anticorpo secundário (goat anti-rabbit IgG Peroxidase labeled), 

seguindo o protocolo descrito para detecção de TNF-! e 4-HNE. 
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4.1 Análise qualitativa 

 Os músculos STN, DIA e TA dos 2 grupos experimentais (mdxN e mdxS) demonstraram 

fibras musculares com diferentes características histológicas. Observamos áreas com fibras em 

degeneração, áreas com fibras em diferentes estágios de regeneração e áreas com fibras que ainda 

não haviam passado por nenhum destes processos (fibras com núcleo periférico). As fibras com 

núcleo periférico apresentaram formato poligonal em justaposição com as outras fibras de mesma 

característica (Fig. 2). 

 

FIGURA 2. Secção transversal do músculo distrófico (TA) do grupo mdxS mostrando fibras com núcleo 

periférico (setas). Coloração HE. 

 

 Evidenciamos as fibras com alteração da permeabilidade do sarcolema ou em 

degeneração pela presença de azul de Evans (AE) no seu interior (Fig. 3). 
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FIGURA 3. Secção transversal do músculo STN do grupo mdxN mostrando fibras necróticas marcadas 

pelo AE (setas).  

 

 Classificamos as fibras musculares em regeneração em dois estágios, de acordo com as 

suas características morfológicas e a celularidade local: 

 1) Áreas de Inflamação / Regeneração (Infl/Reg), apresentando fibras no estágio inicial de 

regeneração, caracterizadas por pequenos miócitos fortemente basófilos com núcleo central, 

entremeado por infiltrado inflamatório exuberante, em áreas de grande celularidade (Fig. 4). 

 

FIGURA 4. Seção transversal do músculo STN do grupo mdxN mostrando fibras no estágio inflamação / 

regeneração (em destaque). Coloração HE.  
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 2) Áreas de Regeneração (Reg), que apresentam fibras em um estágio mais avançado de 

regeneração, caracterizadas por citoplasma levemente basófilo, núcleo central, maior proporção 

de citoplasma em relação ao volume nuclear e diminuição aparente do infiltrado inflamatório, em 

áreas de menor celularidade (Fig. 5). 

 

FIGURA 5. Secção transversal do músculo TA do grupo mdxN mostrando fibras no estágio de 

regeneração (em destaque). Coloração HE. 

 

 Caracterizamos as fibras regeneradas pelo núcleo centralizado, condensado, citoplasma 

eosinófilo e diâmetro da fibra muscular próximo ao de uma fibra muscular esquelética com 

núcleo periférico (Fig. 6). 
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FIGURA 6. Seção transversal do músculo TA do grupo mdxN mostrando fibras regeneradas com núcleo 

central (setas). Coloração HE. 

 

4.2 Análise quantitativa 

Para análise quantitativa dos grupos experimentais, utilizamos as seguintes variáveis:  

1) Porcentagem de fibras positivas ao azul de Evans (%AE), porcentagem de fibras com 

núcleo central (%NC) e porcentagem de fibras com núcleo periférico (%NP), em relação ao 

número total de fibras dos músculos STN, DIA e TA (Tabela 1). 
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Tabela 1. Comparação entre a porcentagem de fibras com núcleo central, fibras com núcleo 

periférico e fibras marcadas pelo azul de Evans dos músculos STN, DIA e TA entre os 

grupos mdxS e mdxN. 

 

 mdx %NC %NP %AE 

STN NAC 11.48 ± 4.88 84.44 ± 4.35 4.08 ± 1.41* 

 SAL 9.91 ± 4.20 82.61 ± 5.06 7.48 ± 1.61 

DIA NAC 3.71 ± 1.64* 95.78 ± 1.82 0.51 ± 0.34* 

 SAL 1.60 ± 0.43 97.24 ± 0.94 1.16 ± 0.57 

TA NAC 1.33 ± 1.02* 97.00 ± 1.82* 1.67 ± 1.68* 

 SAL 5.32 ± 3.14 90.03 ± 6.18 4.65 ± 3.31 

 

%NC, porcentagem de fibras regeneradas com núcleo central; %NP, porcentagem de fibras com núcleo 

periférico; %AE, porcentagem de fibras positivas ao azul de Evans. *Diferença significativa em relação 

ao seu respectivo controle, p<0.05; Teste T de Student. 

 

Diferença significativa (p<0.05*) da porcentagem de fibras positivas ao AE foi observada 

nos músculos STN, DIA e TA do grupo mdxN comparado com os animais do grupo mdxS. No 

STN do grupo tratado verificamos 4.08 ± 1.41% de fibras positivas ao AE enquanto que no 

controle havia 7.48 ± 1.61%. No DIA e no TA, os valores do grupo tratado foram 0.51 ± 0.34% e 

1.67 ± 1.68% comparados a 1.16 ± 0.57% e 4.65 ± 3.31% do grupo controle, respectivamente. 

Em relação às fibras com NC,  o grupo tratado apresentou 11.48 ± 4.88%, 3.71 ± 1.64% e 1.33 ± 

1.02% destas fibras nos músculos STN, DIA e TA, comparadas a 9.91 ± 4.20%, 1.60 ± 0.43%* e 

5.32 ± 3.14%* encontradas no grupo controle. Em relação as fibras com NP, observou-se 

diferença estatística significativa apenas no TA, sendo o valor 97.00 ± 1.82% para o mdxN, e 

90.03 ± 6.18% para o mdxS.  
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2) Analisamos a porcentagem da área em inflamação / regeneração (%Infl/Reg) e 

porcentagem da área em regeneração (%Reg), em relação a área total de seção transversal do 

terço médio dos músculos STN, DIA e TA (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Comparação entre a porcentagem da área de fibras em estágio inicial e avançado 

de regeneração entre os grupos mdxN e mdxS, dos músculos STN, DIA e TA. 

 

 mdx %Infl/Reg %Reg 

STN NAC 6.13 ± 3.07* 31.02 ± 10.46* 

 SAL 14.68 ± 7.57 10.28 ± 4.76 

DIA NAC 11.30 ± 4.04* 2.37 ± 0.92* 

 SAL 31.53 ± 5.28 0.86 ± 0.48 

TA NAC 14.14 ± 16.10 21.09 ± 17.82 

 SAL 15.49 ± 8.21 19.39 ± 14.59 

 

%Infl/Reg, porcentagem da área total que se encontra em processo inicial de regeneração com presença 

de abundante infiltrado inflamatório; %Reg, porcentagem da área total em estágio avançado do processo 

de regeneração. *Diferença significativa em relação ao seu respectivo controle, p<0.05; Teste T de 

Student. 

 

Diferença estatística significativa (p<0.05*) da %Infl/Reg, e %Reg foi observada nos 

músculos STN e DIA, entre os grupos tratado e controle. No STN, verificamos 6.13 ± 3.07 

%Infl/Reg no grupo tratado comparado a 14.68 ± 7.57% no grupo controle. O grupo tratado 

apresentou 31.02 ± 10.46 em %Reg, em relação a 10.28 ± 4.76% do grupo controle. No DIA, 

verificamos 11.30 ± 4.04 %Infl/Reg no grupo tratado comparado a 31.53 ± 5.28% do grupo 

controle. O grupo tratado apresentou 2.37 ± 0.92 %Reg em relação a 0.86 ± 0.48% do grupo 

controle. No TA, esta análise não demonstrou diferença estatística significativa.  
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4.3 Níveis de creatina-quinase (CK) total no plasma sanguíneo 

Os valores de CK total encontrados no plasma sanguíneo (Fig. 7), expressos em U/L, 

foram 111.30 ± 31.03, 389.10 ± 121.57 e 184.84 ± 35.15 para os animais dos grupos C57BL/10, 

mdxS e mdxN, respectivamente. Observou-se diferença estatística significativa entre os grupos 

C57BL/10 e mdxS, e entre os grupos mdxS e mdxN (p<0.05, teste T de Student).!!

 

 

FIGURA 7. CK, creatina-quinase; C57BL/10, grupo de camundongos controle; mdxS, grupo de 

camundongos mdx injetados com salina; mdxN, grupo de camundongos mdx tratados com NAC. *p<0.05; 

Teste T de Student. 

!

4.4 Immunoblotting 

!

4.4.1 – TNF-! 
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 A análise do immunoblotting do TNF-! (Fig. 8A) demonstrou aumento desta proteína nos 

músculos TA, STN E DIA dos animais mdxS em relação aos animais C57BL/10 (controle). Nos 

músculos TA e STN, este aumento foi signficativo. Comparando os grupos mdxS e mdxN, 

observamos diminuição do conteúdo de TNF-! nos músculos TA e DIA dos animais tratados 

com NAC, sendo esta diminuição significativa no músculo DIA (Fig. 8B). No músculo STN do 

grupo tratado com NAC, observamos aumento significativo do conteúdo de TNF-!, comparado 

ao grupo que recebeu salina. 
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FIGURA 8. (A) Western Blotting; observam-se as bandas imunoreativas para o TNF-!; C57BL/10, grupo 

controle; mdxS, grupo mdx injetado com salina; mdxN, grupo mdx tratado com NAC; TA, músculo tibial 

anterior; STN, músculo esternomastóideo; DIA, músculo diafragma. (B) Intensidade de pixels do TNF- !. 

*p<0.05; Teste T de Student. 
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4.4.2 – 4-HNE 

 A análise do immunoblotting para o 4-HNE não apresentou diferença significativa entre 

os grupos experimentais no músculo TA. Nos músculos STN e DIA, observamos diminuição 

significativa no conteúdo de 4-HNE após o tratamento com NAC (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9: (A) Western Blotting; observam-se as bandas imunoreativas para o 4-HNE; C57BL/10, 

grupo controle; mdxS, grupo mdx injetado com salina; mdxN, grupo mdx tratado com NAC; TA, músculo 

B 
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tibial anterior; STN, músculo esternomastóideo; DIA, músculo diafragma. (B) Intensidade de pixels do 4-

HNE. *p<0.05; Teste T de Student. 
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5.0 DISCUSSÃO 
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5.1 Degeneração e Regeneração Muscular  

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

molécula impermeável à membrana plasmática, não penetrando em fibras musculares 

esqueléticas de camundongos normais. O corante liga-se a albumina sérica e penetra na fibra 

muscular quando a membrana não está integra. A marcação in vivo com este corante possibilita 

detectar alterações de permeabilidade do sarcolema e fibras em degeneração precocemente, 

fornecendo informações sobre algumas características dinâmicas e estruturais de músculos 

esqueléticos normais e portadores de patologias (MARQUES et al., 2008; MATSUDA et al., 

1995).  

Utilizando a marcação com AE, verificamos que os resultados obtidos referentes a 

mionecrose nos músculos STN, DIA e TA para os camundongos mdx estão de acordo com a 

literatura (PAGEL, PARTRIDGE, 1999; WEHLING-HENRICKS et al., 2004; MARQUES, 

2008). Os músculos STN, DIA e TA dos grupos mdxS e mdxN apresentam, no período analisado, 

fibras positivas ao AE. Segundo Shavlakadze e colaboradores (2004), observa-se alto nível de 

necrose muscular no músculo tibial anterior de camundongos distróficos entre 21 e 28 dias de 

idade. A fase aguda de necrose neste período providencia um modelo excelente para o estudo de 

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

será facilmente identificada (RADLEY, GROUNDS, 2006).  

Experimentos com músculos isolados de camundongos mdx demonstraram que NAC 

previne o aumento da permeabilidade da membrana e reduz o déficit de força associado com 

dano muscular induzido por estiramento (WHITEHEAD, 2008). Em nossos experimentos 

verificamos diminuição significativa da mionecrose nos músculos STN, DIA e TA do grupo 

mdxN em relação ao grupo mdxS, evidenciado por menor porcentagem de fibras positivas ao AE. 
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Observamos que o músculo STN do grupo mdxN apresenta diminuição de mais de 50%, seguido 

pelos músculos DIA (43%) e TA (35,9%), quando comparados a porcentagem de fibras positivas 

ao AE dos músculos mdxS.  

A presença de núcleo central nas fibras musculares é um indicador de regeneração após a 

degeneração (McGEACHIE et al., 1993). Após 2 semanas de tratamento, nossos resultados 

demonstraram redução na porcentagem de fibras com núcleo centralizado e concomitante 

diminuição de fibras com núcleo periférico no músculo TA dos animais tratados com NAC 

quando comparados ao grupo que recebeu salina. Camundongos mdx tratados com NAC por 6 

semanas apresentaram uma redução significativa do número de fibras com núcleo central no 

músculo extensor longo dos dedos, demonstrando a diminuição da progressão da doença 

(WHITEHEAD et al., 2008).  

Outro parâmetro utilizado para a observação da regeneração muscular foi a análise das 

áreas de Inflamação/Regeneração e Regeneração. Nos músculos STN e DIA do grupo mdxN 

houve redução significativa na porcentagem da área de Infl/Reg e aumento significativo na 

%Reg. Estes dados demonstram que o tratamento com NAC diminui a área de inflamação e ao 

mesmo tempo não prejudica o processo de regeneração muscular. Uma explicação para este 

resultado pode estar relacionada ao fator nuclear de transcrição NF-KB, cujo nível está elevado 

em músculos de pacientes distróficos (MONICI et al., 2003) e de camundongos mdx (MESSINA 

et al., 2006). Recentes trabalhos demonstram que a ativação do fator NF-KB bloqueia a 

capacidade de regeneração dos músculos e também promove a inflamação e necrose muscular 

por sinalizar a ativação de macrófagos (ACHARYYA, et al., 2007). Desta forma a inibição deste 

fator teria um efeito benéfico sobre as fibras musculares distróficas. A ativação deste fator é 

causada por uma variedade de estímulos celulares, incluindo as espécies reativas de oxigênio. 
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Sugerimos que o tratamento com o antioxidante NAC reduziu o nível de NF-KB em nossos 

experimentos. Reforçando nossa idéia, estudos demonstraram significativa redução da atividade 

de NF-KB em camundongos mdx ou normais tratados com antioxidantes, dentre os quais o NAC 

(FARID et al., 2005; MESSINA et al., 2006; HNIA et al., 2007, WHITEHEAD et al., 2008).  

Uma observação interessante do presente trabalho diz respeito à diferença das respostas 

dos músculos estudados. Existem relatos na literatura que mostram diferenças na evolução e 

intensidade das lesões musculares de acordo com a função desempenhada pelo músculo tais 

como locomoção, manutenção postural e respiração (PASTORET, SEBILLE, 1995) e que alguns 

grupos musculares não sofrem degeneração, tais como os músculos extra-oculares (MARQUES 

et al., 2007a) e os músculos intrínsecos da laringe (MARQUES et al., 2007b). Existe ainda a 

hipótese de que as diferenças entre as proporções dos tipos de fibras musculares existentes em 

cada músculo podem ser responsáveis pelas características biomecânicas que proporcionam 

diferentes resistências às lesões decorrentes da distrofinopatia (HASLETT et al., 2005; BANI et 

al., 2008). Possivelmente, a diferença observada na degeneração e mionecrose nos músculos 

estudados é consequência dos diferentes momentos em que cada músculo apresenta os ciclos de 

degeneração/regeneração (PASTORET, SEBILLE, 1995; MARQUES et al., 2008) e das 

diferentes respostas dos músculos aos fármacos utilizados, assim como relatado em estudos 

anteriores (RADLEY, GROUNDS, 2006; MARQUES et al., 2008).  

 

5.2 Níveis Plasmáticos de Creatina Quinase 

O cérebro, os músculos liso, cardíaco e esquelético são as principais fontes teciduais de 

creatina quinase (CK). A CK é uma enzima que catalisa a transferência de um grupo fosfato entre 

a creatina fosfato e a adenosina difosfato (ADP). Os produtos desta reação são a creatina, que 
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pode ser reaproveitada pela célula, e a adenosina trifosfato (ATP), que se encontra disponível 

para reações dependentes de energia na célula. Os valores de CK no soro se alteram em várias 

condições clínicas associadas à lesão muscular aguda ou ao esforço muscular intenso. Os níveis 

de CK encontram-se altos após a realização de atividade física, de cirurgias e crises convulsivas, 

bem como em indivíduos portadores de doenças neuromusculares, como miosite e distrofia 

muscular (KATIRJI, 2001).  

Embora seja um dos parâmetros mais indicados para o diagnóstico de lesões musculares 

(GROUNDS et al., 2008), o nível sérico da CK pode apresentar considerável variação individual. 

Assim, os valores de CK devem servir apenas como uma análise complementar para o 

diagnóstico e acompanhamento da evolução das doenças neuromusculares.  

Na DMD, a concentração de CK está 50 a 100 vezes acima dos limites superiores dos 

valores de referência (ENGEL et al., 1994). Em camundongos mdx, os níveis de CK também se 

mostram elevados durante toda a vida do animal (BULFIELD et al., 1984; YOSHIDA et al., 

2006).  

No presente trabalho, os camundongos mdx tratados com NAC apresentaram diminuição 

nos valores de CK quando comparados aos camundongos mdx que receberam apenas solução 

salina. Este dado é coerente com os resultados obtidos quanto à degeneração muscular, uma vez 

que observamos que o tratamento com NAC diminuiu a porcentagem de fibras positivas ao AE 

nos músculos STN, DIA e TA. Isto sugere que o estresse oxidativo é um fator importante na 

degeneração muscular do camundongo mdx e que o tratamento com NAC atenua a degeneração 

no músculo distrófico. Corroborando com este dado, foi demonstrado que o pré-tratamento com 

NAC diminuiu a atividade de CK em ratos com lesão do miocárdio induzida por isoproterenol 

(LIU et al., 2009).  



! H&

5.3 TNF- ! 

A resposta inflamatória crônica é um sinal típico da distrofia muscular e pode ser um 

mecanismo que contribui fortemente na progressão da patologia (PORTER et al., 2002). Secções 

de músculos de camundongos mdx coradas com HE revelaram áreas densamente agrupadas com 

intensas células marcadas, as quais possivelmente são células inflamatórias como macrófagos e 

neutrófilos. Essas células são conhecidas por produzir concentrações substanciais de EROs 

através do complexo NADPH oxidase (NGUYEN, TIDBALL, 2003).  

Entre as várias citoquinas pró-inflamatórias, um papel importante e principal pode ser 

atribuído ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-!), envolvido em doenças que promovem 

fraqueza muscular (REID, LI, 2001; STEWART et al., 2004). O TNF-! é uma citoquina pró-

inflamatória expressa por células inflamatórias, mioblastos, miotubos e músculo esquelético 

lesado (COLLINS, GROUNDS, 2001; KURU et al., 2003). É também produzido por tecido 

adiposo (WEISBERG et al., 2003; FRUHBECK, 2004), o qual é frequentemente pronunciado na 

DMD. Em resposta a menor lesão muscular, o TNF-! é rapidamente liberado por mastócitos e 

também por neutrófilos, acumulando-se próximo ao local lesado (TIDBALL, 2005; RADLEY, 

GROUNDS, 2006). Também é um potente fator quimiotáxico atraindo células inflamatórias para 

a área lesada (PETERSON et al., 2006).  

Tem sido proposto que o aumento exacerbado de TNF-! e de neutrófilos, no início do 

dano sarcolemal conduz a necrose das fibras musculares distróficas. Reforçando esta hipótese, o 

bloqueio in vivo do TNF-! por cromoglicato de sódio, prevenindo a degranulação de mastócitos 

(que liberam altos níveis de TNF-!; RADLEY, GROUNDS, 2006), depleção de neutrófilos 

hospedeiros, bloqueio da função do TNF- ! com Enbrel (HODGETTS et al., 2006) ou com 

Remicade (GROUNDS, TORRISI, 2004) protege os camundongos mdx da necrose muscular.  
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No presente projeto verificamos um aumento de TNF-! nos músculos dos camundongos 

do grupo mdxS comparados aos animais controle (C57/BL/10). Este nosso resultado está de 

acordo com outros trabalhos que constataram o aumento do TNF-! nos músculos de 

camundongos mdx (KUMAR, BORIEK, 2003; PIERNO et al., 2007). Também em músculos de 

pacientes distróficos foram encontradas fibras positivas ao TNF-! (KURU et al., 2003). Com 

relação ao tratamento com NAC, verificamos que os animais tratados com o referido antioxidante 

apresentam efeitos diferentes na concentração de TNF-! nos músculos analisados. Nos músculos 

TA e DIA houve redução do TNF-!, embora a diminuição significativa fosse observada somente 

no músculo DIA. Outros trabalhos também apresentaram diminuição do TNF-! após tratamento 

com NAC. Em animais com colite induzida, tratamento com NAC diminuiu significativamente o 

nível de EROS, TNF- ! e IL-1# (YOU et al., 2009). NAC exerceu efeito cardioprotetor no 

miocárdio de ratos lesados com isoproterenol, reduzindo o nível de expressão de citocinas pró-

inflamatórias como o TNF-! e IL-1# (LIU et al., 2009). Também foi sugerido que NAC pode 

amenizar as lesões estruturais e funcionais provocadas no coração durante a morte cerebral, por 

inibir a expressão do fator NF-KB e diminuir a liberação de mediadores inflamatórios como o 

TNF- ! (ZHAI et al., 2009).  

Outro ponto que deve ser destacado com relação ao TNF-! é a sua relação com o fator 

NF-KB. O NF-KB está envolvido na regulação da expressão de citoquinas pró-inflamatórias 

como TNF-! e interleucina IL-1#. Considera-se também que o TNF-! é um dos mais importantes 

indutores de NF-KB, contribuindo para um feedback positivo (MESSINA et al., 2006). Desta 

forma, a diminuição da expressão do TNF-!, após tratamento com NAC observada em nossos 

experimentos, reforça nossa hipótese de que também houve diminuição do fator NF-KB, como 

sugerido no item 5.1. 
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5.4 4-HNE 

Em experimentos com camundongos mdx, observou-se peroxidação lipídica da membrana 

causada pelo aumento da produção de EROs no período que antecede o início da degeneração das 

fibras musculares (DISATNIK et al., 1998). O processo de peroxidação lipídica causa a 

destruição de lipídeos presentes na membrana celular, resultando na formação de peróxidos 

lipídicos e aldeídos, como malondialdeído (MDA) e o 4-HNE (ESTERBAUER, CHEESEMAN, 

1990). Muitos biomarcadores vêm sendo utilizados para avaliar o estresse oxidativo, dentre eles o 

MDA (ESTERBAUER, CHEESEMAN, 1990), dienos conjugados (DORMANDY, WICKENS, 

1987), gases etano e pentano (FRANK et al., 1980), isoprostanos (MORROW et al., 1995), 4-

HNE (ESTERBAUER et al., 1991), modificações de proteínas (LEVINE et al., 1994) e 

modificações no DNA (MARNETT, 1999). O 4-HNE é um dos maiores produtos finais da 

peroxidação lipídica e tem sido largamente aceito como um indutor de estresse oxidativo, estando 

envolvido na patogênese de várias doenças degenerativas como a doença de Alzheimer, 

aterosclerose e câncer (UCHIDA, 2003; ESTERBAUER et al., 1991). Em nossos experimentos, 

utilizamos a marcação com o 4-HNE para analisar a peroxidação lipídica decorrente da 

degeneração do músculo distrófico.  

 Nossos resultados demonstraram que o tratamento com NAC reduziu significantemente a 

expressão do 4-HNE nos músculos STN e DIA. Resultado semelhante foi observado em 

camundongos com lesão hepática provocada por overdose de acetaminofen (TERNEUS et al., 

2008). O tratamento com NAC também diminuiu o nível de 4-HNE em células expostas ao NAF 

(Fluoreto de Sódio; ANURADHA, KANNO, HIRANO, 2001). 

 O processo oxidativo é determinado pelo desequilíbrio entre a geração de substâncias 

reativas oxidantes e a presença das substâncias antioxidantes que a estas se contrapõe. Os 
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antioxidantes podem ser intracelulares (glutationa, superóxido dismutase, catalase, peroxidases), 

ou agirem na membrana celular como o betacaroteno, os flavonóides e as vitaminas C e E. A 

glutationa é um dos mais abundantes e importantes antioxidantes dos músculos esqueléticos 

(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999; REID, DURHAM, 2002). No estresse oxidativo, ocorre 

redução da atividade do sistema de glutationa / antioxidante (MIYATA et al., 2001; MAULIK, 

DAS, 2002). Desta forma, sugerimos que a diminuição na expressão de 4-HNE observada em 

nossos experimentos possa estar relacionada ao aumento do sistema glutationa / antioxidante, 

uma vez que o NAC é um tiol, composto precursor da L-cisteína e glutationa reduzida nas 

células. 

 Finalmente, sugerimos a realização de novos estudos envolvendo a análise de outros 

músculos dos camundongos mdx, favorecendo a compreensão das diferentes respostas 

apresentadas nos músculos estudados neste trabalho. Para isso, sugerimos o estudo do sistema 

antioxidante dos músculos extra-oculares e intrínsecos da laringe, protegidos da mionecrose no 

camundongo mdx (MARQUES et al., 2007b). Além disto, uma opção seria analisar os efeitos do 

NAC in vitro, permitindo uma visão alternativa do efeito dessa substância em relação ao modelo 

in vivo, utilizado neste trabalho.  
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6.0 CONCLUSÃO 
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• O tratamento precoce com NAC diminuiu a degeneração muscular em camundongos mdx; 

• Os músculos analisados neste trabalho (TA, STN e DIA) responderam de forma diferente 

ao tratamento com NAC; 

• Em conjunto, os resultados demonstram que o NAC possa ser potencialmente útil para o 

tratamento farmacológico da distrofia muscular. 
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