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RESUMO

O exercicio fisico quando realizado até a exaustdo gera alteracdo da homeostase,
consequentemente produzindo uma quantidade maior de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Atualmente, evidéncias sugerem que as ERO desempenham papel benéfico e
estdo associadas as adaptacdes estruturais e funcionais das células, por meio de regulacdo
de vias de sinalizacGes celulares. A NADPH oxidase (Nox) é um complexo enzimatico
especializado em produzir ERO. A administragdo da apocinina pode ajudar a revelar a
fonte principal da geracdo de ERO no musculo esquelético. O objetivo do estudo foi
analisar o efeito da apocinina no balango redox no musculo esquelético de ratos apos
exercicio extenuante. O estudo é composto por dois subprojetos: subprojeto 1 e subprojeto
2. O subprojeto 1: Com 2 grupos experimentais Controle (CTL)e Exercicio (EXC). O
exercicio exaustivo foi realizado em esteira rolante, com protocolo progressivo até a
exaustdo no grupo (EXC). Foram quantificados na porcao branca (GB) e vermelha (GV)
do gastrocnémio e no s6leo (SOL): niveis de mMRNA de componentes da familia Nox
presentes no tecido muscular, bem como a atividade desse complexo enzimatico;
marcadores de estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes. O Subprojeto 2 é
composto por 4 grupos experimentais: controle (CTL; n=8), exercicio (EXC; n=8),
apocinina (APO; n=8) e apocinina-exercicio (APO-EXC; n=8). O protocolo de exercicio
extenuante foi o mesmo utilizado do subprojeto 1. Nos grupos APO e APO-EXC foi
administrada 30 mg/kg/dia (gavagem) em trés dias seguidos. Foram quantificados no
musculo soleo: os niveis de mMRNA de componentes da familia Nox presentes no tecido
muscular, bem como a atividade desse complexo enzimatico; marcadores de estresse
oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes. Os resultados do subprojeto 1 indicaram
que a atividade de Nox apresentou valores mais altos no musculo SOL em comparacéo as
por¢des RG e WG. O mesmo ocorreu com os niveis de mRNA de Nox2 e Nox4, atividades
enzimaticas antioxidantes e contetdo de glicogénio. Vinte e quatro horas ap0ds sessao de
exercicio exaustivo, a expressdo de Nox aumentou nas fibras oxidativas de contracdo
lenta. A condicéo de exercicio extenuante agudo mostrou atenuacao do estresse oxidativo
e aumento da atividade antioxidante através da ativacdo do gene Ppargcla, adaptagdes de
defesa antioxidante e expressdo génica diferencial de acordo com o tipo de fibra
predominante. Os resultados do subprojeto 2 indicaram que 0s niveis de p47phox
aumentaram significativamente com o exercicio exaustivo agudo no musculo soleo.
Ainda, o exercicio aumentou significativamente o complexo de montagem Nox2. A
ativacdo de Nox2 e Nox4 induzida pelo exercicio foi inibida pelo tratamento com
apocinina. Como esperado, 0 exercicio aumentou os niveis de mMRNA da superoxido
dismutase de manganés (MnSOD), glutationa peroxidase (Gpx) e catalase (Cat) no
musculo esquelético. Além disso, 0 aumento dos TBARS induzidos pela diminui¢do do
exercicio em ratos tratados com apocinina em compara¢do com o grupo exercitado pelo
veiculo e os niveis reduzidos de tiol aumentaram nos ratos tratados com apocinina. Em
conclusdo, a inibicdo de Nox2 pela apocinina altera a sinalizacao intracelular no exercicio
e os estimulos elétricos musculares, sugerindo que o0 Nox2 desempenha um papel critico
na resposta molecular ao exercicio agudo.

Palavras-chave: Musculo esquelético. Apocinina. Estresse oxidativo. Exercicio
extenuante.



ABSTRACT

Physical exercise when performed until exhaustion can lead to homeostatic changes,
which increases metabolism, consequently increase in oxygen reactive species (ROS)
production. Currently, evidence suggests that ROS play a beneficial role and are
associated with the structural and functional cell adaptations, through cellular signaling
regulation pathways. NADPH oxidase (NOX) is a enzymatic complex specialized in ROS
production. Apocynin (NADPH oxidase inhibitor enzyme) administration can help reveal
the main source of ROS generation in skeletal muscle. This study aims analyses apocynin
effect in redox balance of rat skeletal muscle after strenuous exercise. This study was
composed by two subprojects: subproject 1: 2 experimental groups, control (CTL) and
exercise (EXC). Strenuous exercise was performed in treadmill, whith a progressive
protocol until exhaustion of the group (EXC). Were quantify in gastrocnemius white
portion (GW) and red (GR) and soleus (SOL): mRNA levels of Nox family components
present in muscle tissue, as well the enzymatic activity of this complex; oxidative stress
markers and antioxidant enzyme activity. Subproject 2 is composed by 4 experimental
groups: control (CTL; n=8), exercise (EXC; n=8), apocynin (APO; n=8) e apocynin-
exercise (APO-EXC; n=8). Following the same strenuous exercise protocol used in
subproject 1. In APO and APO-EXC groups was administrated 30 mg/kg/day (gavage) in
three days in row. Soleus muscle was quantified: mMRNA levels of NOX family
components present in muscle tissue, as well the enzymatic activity of this complex;
oxidative stress markers and antioxidant enzyme activity. Subprojectl results indicated
that Nox activity showed higher values in the SOL muscle compared to the RG and WG
portions. The same occurred with NOX2 and NOX4 mRNA levels, antioxidant enzyme
activities and glycogen content. Twenty-four hours after an exhaustive exercise session,
Nox expression increased in oxidative fibers of slow twitch. Acute strenuous exercise
condition showed attenuation of oxidative stress and increased antioxidant activity
through Ppargcla gene activation, adaptations of antioxidant defense and differential gene
expression according to the predominant fiber type. Subproject 2 results indicated
significant increase in p47phox levels in soleus muscle submitted acute exhaustive
exercise. In addition, the exercise significantly increased Nox2 assembly complex . Nox2
and Nox4 exercise-induced activation was inhibited by treatment with apocynin. As
expected, exercise increased levels of manganese superoxide dismutase (MnSOD),
glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) mRNA levels in skeletal muscle. In
addition, TBARS increase induced by decreased exercise in apocynin treated rats
compared to exercised group by the vehicle and reduced levels of thiol increased in rats
treated with apocynin. In conclusion, the Nox2 inhibition by apocynin alters intracellular
signaling in exercise and electrical muscle stimuli, suggesting that Nox2 plays a critical
role in the molecular response to acute exercise.

Key-words: Skeletal muscle. Apocynin. Oxidative stress. Strenuous exercise.



