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INTRODUCAO

Acreditava-se inicialmente que a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
estava associada apenas aos danos oxidativos e efeitos deletérios as células. Atualmente,
evidéncias sugerem que as EROs desempenham papel benéfico e estdo associadas as adaptacoes
estruturais e funcionais das células, por meio de regulacdo de vias de sinalizagdes celulares
(STROBEL et al., 2011). Nas células musculares, sabe-se que sua funcdo é dependente do
estado redox das mesmas. De fato, a producdo exacerbada destas EROs é um fator limitante da
contragdo muscular, no entanto, um ambiente celular reduzido também afeta negativamente a
funcdo muscular (POWERS et al., 2011).

A NADPH oxidase é um importante complexo enzimatico produtor de ERO no musculo
esquelético (ME) e considerada como principal fonte de ERO no citosol durante a contracao.
Além disso, as proteinas envolvidas na contracdo muscular sdo sensiveis e reguladas
dependente do estado redox celular, e, a NADPH oxidase estad localizada, aparentemente de
forma estratégica, proxima a estas proteinas (HENRIQUEZ et al.,2019).

Pouco se sabe ainda a respeito da regulacdo desse sistema no musculo durante o
exercicio, entretanto recentemente Sakellariou et al, 2013 examinaram a contribuicao das fontes
mitocondriais e ndo mitocondriais para o aumento agudo do superdxido durante as contracdes
musculares e concluiram que os efeitos da NADPH oxidase predominaram sobre mitocondrias

durante os curtos periodos de contracdo em 10 e 15 minutos que foram estudadas. Assim, 0s
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dados encontrados indicaram que a NADPH-oxidase (possivelmente a isoforma NOX 2) e ndo
a mitocondria, seja a principal fonte de geracdo de superdxido durante a atividade contrétil de
curto prazo, porém esse mecanismo ainda ndo esta totalmente esclarecido.

O uso de inibidores especificos de oxidases, baseado nas NADPH oxidases pode
fornecer ferramentas para elucidar os papéis destas enzimas experimentalmente. Desta forma
inibidores da NADPH oxidase como a apocinina vem sendo alvo de pesquisa quando se trata
de experimentagdo in vivo que envolve inativacio desse complexo enzimatico (PEREZ et al.,
2010).

Também pode ser atil no tratamento de algumas doengas, principalmente no que se
refere a inibicdo enzimatica seletiva com o intuito de reduzir o dano oxidativo decorrente da
producéo excessiva de EROs sem, entretanto, comprometer o mecanismo de sinalizacao celular

dependente das referidas espécies.

METODOLOGIA

Este trabalho foi aprovado pelo CEUA/UECE, n° 5236655/2016. Foram utilizados 32
ratos machos Wistar com 60 dias de vida e peso entre 200-230g, obtidos do Biotério do Instituto
Superior de Ciéncias Biomedicas da Universidade Estadual do Ceara. Os animais foram
divididos em controle repouso (CR), controle exercicio (CE), apocinina repouso (AR) e
apocinina exercicio (AE). A droga foi administrada para os animais do grupo AR e AE via oral
com 4 mL de apocinina, enquanto que no grupo controle houve uma administracdo de 4 mL de
veiculo (salina), ambos durante 3 dias. A eutanasia foi realizada com Tiopental sodico
(150mg/Kg) com 24 horas ap0s o terceiro dia de administracao da droga.

Apds eutanasia dos animais, o soleo foi dissecado, pesado e posteriormente
condicionado em nitrogénio liquido a -190 °C para entdo ser guardado em freezer -80 °C. O
tecido muscular foi homogeneizado em 1 mL de tampdo TRIS/HCI (pH=7.4) e inibidores de
protease, utilizando homogeneizador Polytron - modelo NT 136. As amostras foram
homogeneizadas de 3 a 4 vezes, por cerca de 10 segundos, na temperatura de 4 °C e
posteriormente, foram centrifugadas por 10 min na velocidade de 720 G a 4 °C.

O sobrenadante foi utilizado para avaliar produtos da peroxidacéo lipidica pelo método

de formagcdo de substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Apds as amostras serem

diluidas 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) foi adicionado, juntamente com 1 mL de acido

tiobarbitarico (TBA). Posteriormente as amostras foram mantidas em banho-maria e em
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seguida foram imersas em gelo e 1 mL de TCA a 70% foi adicionado, passando depois por
incubacéo em temperatura ambiente. Depois, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
lido em espectrofotometro a 540 nm (NEVES, 2019).

A concentracdo de tiol nas proteinas foi medida por reducdo de DTNB. A anélise é
realizada em duplicata, onde em cada tubo adiciona-se amostra, tamp&o, metanol e DTNB e no
branco todos os reagentes anteriores, exceto DNTB. Apds a etapa anterior as amostras passaram
por incubacdo em temperatura ambiente e em seguinte centrifugadas. O sobrenadante com as

concentragdes das fracOes proteicas resultantes foi avaliado em espectrofotdmetro a 562 nm
(SKAFF; PATTISON; DAVIES, 2009).

DESENVOLVIMENTO

O exercicio fisico causa um aumento de consumo de oxigénio e pertubacdo do sistema
redox, 0 que consequentemente gera um aumento de EROs. O musculo esquelético é conhecido
como um potente gerador de EROs , 0 que pode causar estresse oxidativo em uma situacao de
exercicio exaustivo. O estresse oxidativo pode causar danos oxidativos como desnaturacdo do
DNA, inducdo de apoptose nas células e até mesmo inducdo de doencgas neurodegenerativas
(ROH; SO, 2017).

Na literatura ha controvérsias sobre as fonte principal de producdo de EROs no musculo
esquelético. Sakellariou et al, 2013 citam como fontes principais de EROs a mitocondria,
NADPH Oxidase (NOXs) e a Xantina oxidase. Este ainda reforca que a NOXs e ndo a
mitocéndria é que atuam como principal fonte de superéxido em fibras musculares. A NOXs ¢
um complexo enzimatico que catalisa a metabolizacdo do oxigénio em superdxido e peroxido
de hidrogénio. Esta possui duas proteinas intermembranares que formam o citocromo b558-
oxidase e trés subunidades citoplasmaticas, que sdo a p40phox, p47phox, p67phox, no qual,
quando ativadas, produzem anion superéxido e peroxido de hidrogénio (DIKALQOV, 2011).

Substancias tém sido estudadas como inibidoras do complexo NADPH oxidase. Uma
delas é a apocinina, composto organico capaz de bloquear a ligacdo da subunidade p47phox
com as outras subunidades deste complexo enzimatico, impedindo a formacdo da NOXs e
consequentemente a formacdo de superéxido (BEDARD; KRAUSE, 2007). A apocinina foi
descrita pela primeira vez 1883, quando foi isolada da planta Apocynum cannabinum (maconha

canadense). Estudos recentes apontam a apocinina como um dos mais seletivos inibidores da
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NADPH oxidase, onde a a¢do dessa droga se dé apos certo tempo com a formacao de um dimero

que de fato tera acdo direta na inibicdo da formacdo do complexo enzimatico.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Peroxidacdo lipidica (TBARS)

Os resultados indicaram que o exercicio exaustivo aumentou significativamente a
concentragdo de MDA comparado com o repouso (CE,3,37+0,80vs.CR,1,05£0,20, p < 0,05).
No entanto a apocinina ndo preveniu a ocorréncia de estresse oxidativo no musculo s6leo
induzido pelo exercicio, pois a concentracdo de MDA foi maior entre os grupos AE e CE
(0,754+1,78vs.3,37+0,80, p < 0,05). Ainda, houve efeito da apocinina na concentracdo MDA
no repouso (AR,7,54+1,78vs.CR,1,05%0,20, p < 0,05). Dessa forma, pode-se observar que entre
0s grupos AR e AE houve diferenca significativa, que pode ser um indicativo de que a apocinina

preveniu o estresse nos animais do grupo AE, se comparados ao grupo AR.
2. Contetido do Grupamento Tiol

A producdo excessiva das EROs pode resultar fisiologicamente em danos proteicos. Foi
utilizada como técnica para quantificar as lesdes em proteinas, o conteido de tidis totais (TT)
ndo oxidado. O conteudo de tiol, em nmol DTNB reduzido por mg de proteina dos musculos
soleo foi significativamente menor entre os grupos CE e CR. Contudo, quando se compara AE
e AR os niveis de tiol reduzido deram significativamente maior. No entanto, ndo houve efeito
da apocinina nos niveis de tiois reduzido no repouso (AR,49,09+17,03vs.CR,49,51+12,13).
Dessa forma, ao comparar o grupo CE e 0 AE, observa-se que houve efeito da apocinina no

grupo Exercicio e infere-se que houve inibicdo de dano oxidativo.

Ao avaliar o dano oxidativo através da peroxidacdo lipidica (TBARS) e niveis de tiois
reduzidos foi observado que a apocinina preveniu a ocorréncia de estresse oxidativo
(RAHMAN, 2017) no musculo s6leo induzido pelo exercicio, pois a concentracdo de MDA foi
diferente entre os grupos. Porém, ndo houve efeito da apocinina na concentracdo MDA no

repouso.

O mdasculo so6leo apresenta uma maior capacidade antioxidante (LOUREIRO et al.,
2016), talvez por apresentar maior atividade pro-oxidativa via NADPH o que justifica uma

menor atividade antioxidante do grupamento tiol no grupo administrado com Apocinina
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submetido ao exercicio, sugerindo uma inibicdo da via NADPH oxidase. Assim como aponta
Balimer (2009) que utilizou a apocinina para inibir a formacdo de superdxido via NADPH

oxidase vascular.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a apocinina preveniu os danos oxidativos em situacdes de exercicio
agudo extenuante e pode ser considerado como um eficiente inibidor da produgéo de EROs no

musculo esquelético.
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