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INTRODUCAO

O exercicio exaustivo agudo possui uma curta duracdo e uma alta intensidade, com
efeitos benéficos no metabolismo, se realizado corretamente (THOMPSON, 2001). Sem as
devidas adaptacdes e condicionamento, essa pratica pode gerar efeitos de desgastes no tecido
por conta da sobrecarga exigida ao praticante (LEES, 2005, POWERS, 1999). Uma unica
sessdo de exercicio exaustivo agudo, podem causar alteracdes no equilibrio redox do
organismo, como 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs). No entanto, tal
aumento se faz necessario para permitir uma regulacao positiva nas defesas e na adaptacao
antioxidante ao exercicio (FISHER, 2009). A alteracdo no equilibrio redox no corpo gera
um quadro de Estresse Oxidativo, uma situacdo de excesso de EROs em desequilibrio quanto
a acdo de antioxidantes (SIES, 1997).

O musculo esquelético € um potente gerador de EROs. O soleo (SOL) é um musculo
predominantemente fibra do Tipo | de contracdo lenta (FOWLES; GREEN OUYANG,
2004), e possui diferencas a respeito do metabolismo de EROs (LOUREIRO et al, 2016).

Recentemente, alguns estudos apontam diferencas também em relacdo a defesa antioxidante,
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ao conteudo mitocondrial e também no metabolismo de EROs (PICARD, 20012;
ANDERSON, 2006).

Identifica-se que a NADPH oxidase possa ser uma das principais estruturas
envolvidas no estresse oxidativo. Alguns inibidores farmacoldgicos da NADPH oxidase que
bloqueiam diretamente a atividade desta enzima tém sido descritos (WILLIAMS, 2007;
OLUKMAN, 2010; STEFANSKA, 2010; WINIARSKA, 2010 ). Dentre eles, a apocinina
aparece com 692 registros de publicacdes no banco de dados PubMed até 15 de janeiro de
2009, dos quais 571 sdo especificos para a chave “apocynin NADPH oxidase inhibition”,
demonstrando a forte correlagdo entre 0s termos.

O uso de inibidores especificos de oxidases, baseado nas unidades Nox, pode fornecer
ferramentas para elucidar os papéis destas enzimas experimentalmente. Também pode ser Uutil
no tratamento de algumas doencas, principalmente no que se refere a inibicdo enzimatica
seletiva com o intuito de reduzir o dano oxidativo decorrente da producgéo excessiva de EROs
sem, entretanto, comprometer o mecanismo de sinalizagdo celular dependente das referidas

espécies.

METODOLOGIA

O projeto foi submetido a0 Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade
Estadual do Cearda (CEUA/UECE) sob o nimero 5236655/2016. Foram utilizados 40 ratos
machos albinos da linhagem Wistar com 60 dias de vida e peso médio de 220 - 250g, obtidos
do biotério do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual do Ceara.
Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12h/12h), em ambiente com temperatura
controlada entre 22 a 25°C, e comracao e agua ad libitum.Grupo Controle (10); grupo Exercicio
(20); grupo Apocinina (10) e; grupo Apocinina-exercicio (10).

Os animais dos grupos exercicio e apocinina-exercicio foram ambientados, por duas
semanas, em uma esteira ergométrica para o uso em roedores (INBRAMED), no periodo
noturno, condi¢des proximas aos que 0s mesmos serdo exercitados posteriormente. Os animais
foram submetidos a caminhada na esteira motorizada por 5 a 10 minutos por dia a uma

velocidade de 0,4 km/h, 5 dias por semana. Este periodo foi utilizado para a familiarizagdo dos

animais as condi¢cbes ambientais do experimento e minimizacdo do estresse gerado pelo
exercicio (KREGELet al, 2006).

(83)3322.3222
contato@joinbr.com.br
www.joinbrcom.br




(

@

ﬁ? (o) }
@‘ e~ /5//s}

VI Encontro Internacional de
Jovens e o e«
Investigadores

/f

Apobs duas semanas de adaptacdo, os grupos EXC e EXC-APO foram submetidos a
uma sessdo de exercicio extenuante que consiste em etapas de 3 minutos de corrida em carga
constante, com incrementos de 0,2 km/h entre etapas subsequentes até a exaustdo do animal. A
exaustdo dos animais foi determinada pela recusa do animal a corrida mesmo sob estimulacéo
manual e pela perda da coordenacédo das patas anteriores e posteriores (KREGELet al 2006).

Os animais do grupo APO e APO-EXC receberam 30 mg de Apocinina por kg de peso
corporal, administrada 30 minutos antes do exercicio exaustivo por via oral através de
gavagem(Apocynin - Santa Cruz Biotechnology). Esta concentragéo de Apocinina foi escolhida
em funcdo de outros estudos que administraram essa mesma quantidade tanto em ratos
(HAYASHI et al,2005; BRAUMER, et al,2007; OELZE et al, 2011) quanto em camundongos
(LIetal, 2011) durante curtos e longos periodos e observaram sua eficacia em inibir o complexo
enzimatico NADPH oxidase. Nos animais do grupo (EXC) foram administradas por gavagem
0 veiculo (solugéo salina) em volume equivalente ao da apocinina, com a finalidade de evitar
possibilidades de qualquer influéncia do estresse gerado pela administracdo da droga.

Os animais foram eutanasiados: 24 horas ap0s 0 exercicio. Foram anestesiados com
Tiopental sédico (150mg/Kg) via intraperitoneale sacrificados por decapitacdo. Amostras do
musculo soleo foram dissecadas, pesadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.
Essas amostras foram entdo acondicionadas em freezer -80 °C.

O RNA total foi extraido por meio do reagente Trizol® de acordo com as
especificacdes do fabricante. O RNA foi quantificado pela razdo 260/280nm de comprimento
de onda (~1.9) por meio do espectrofotometro. A sintese de cDNA foi realizada através do kit
ImProm-1l Reverse Transcription System. A andlise quantitativa da expressdo génica foi

realizada através da técnica de PCR em tempo real utilizando o sistema Biorad CFX 96.

DESENVOLVIMENTO

A producédo excessiva de EROs via NADPH oxidase apresentam implicacdes para
uma grande diversidade de enfermidades ou situa¢es que possam desencadear o processo de
estresse oxidativo (FINNEMORE, 1908; KANEGAE, 2010; PETRONIO, 2013). As enzimas
NADPH Oxidase formam um complexo enzimatico associado a membrana plasmatica, séo
encontradas em diferentes tipos de células de origem mesodérmica (BABIOR, 1999; BABIOR

2004). A acdo catalitica na producdo de O, pela reducgéo de elétrons de oxigénio, conta com

a atuacdo de diferentes isoformas que podem ser encontradas em variadas localizagbes na
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célula. As variagdes mais comuns da NOX encontradas no musculo esquelético, sdo: Nox 1,
Nox 2, Nox 4. A atividade de NOX geralmente requer a associacdo de uma subunidade
catalitica (a NOX) com outras proteinas. A isoforma NOX2 depende de pelo menos cinco
subunidades: p47phox, p67phox, p40phox, p22phox, e a subunidade catalitica NOX2. Com
relacdo a localizacdo, p47phox, p67phox e p40phox existem no citosol, enquanto que p22phox
e NOX2 formam o citocromo b558, um dimero caracteristico ligado & membrana (TOUYZ,
2011).

A 4'-hidroxi-3'-metoxi-acetofenona, conhecida como apocinina ou acetovanilona, € um
composto organico natural que age inibindo o complexo NADPH oxidase. A apocinina impede
a translocacéo da p47phox para Nox2 em leucdcitos, monocitos e células endoteliais (STOLK,
1994; JOHNSON, 2002), mas ndo se sabe sobre sua eficiéncia no musculo esquelético.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na expressdao do gene NOX2 do musculo séleo de ratos, os valores de mRNA
representam a média + erro padrdo e expressos em unidades arbitrarias, as diferencas estatisticas
significantes entre 0s grupos possuem p<0,05. Os resultados indicaram um aumento
significativo da expressdo do gene NOX2 no grupo EXC quando comparado ao grupo CTL
(2,31+0,11), e uma reducdo significativa da expressdo do gene NOX2 no grupo APO
(0,98+0,10), que reduziu mais ainda no grupo EXC-APO (0,57£0,11).

A NADPH oxidase parece participar das vias sinalizadoras para as adaptac6es induzidas
pelo exercicio exaustivo no masculo séleo, oxidativo de contracdo lenta. O aumento da
expressdo génica de NOX pode representar maior producdo de EROs e consequentemente o
aumento da atividade oxidativa. Em um estado agudo de exercicio exaustivo, quando associado
com a Apocinina, a baixa expressdo génica dessa isoforma representa uma alternativa no

combate ao dano oxidativo.

No trabalho de Henriquez-Olguin e colaboradores (2016) foi observado que o grupo
exercicio obteve um aumento significativo da proteina Nox 2 e p47phox (isoforma bloqueada
pela apocinina) em comparacgdo ao controle e o grupo tratado com apocinina, indicando uma
inibic&o total da ativagdo da Nox 2 durante um treinamento de endurance de longa duracgéo, o

que fortalece os resultados do presente estudo mostrando uma expressao significativa de NOX2

ap0s 24h de exercicio exaustivo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com isso nossos resultados sugerem que a apocinina teve efeito sobre a funcdo,
estrutura e estado redox do Musculo esquelético de ratos apds uma sessdo de exercicio
exaustivo, o que indica que a apocinina inibiu as adaptacdes induzidas pelo exercicio exaustivo

no musculo séleo.
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