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RESUMO

A dexametasona (DEX) é amplamente utilizada devido ao seu potente efeito anti-
inflamatdrio, contudo seu uso crénico pode acarretar efeitos deletérios, dentre eles a
hipertensdo arterial (HA) e a atrofia muscular. Os mecanismos responsaveis por esses
efeitos permanecem incompreendidos. O sistema nervoso, a microcirculagdo e o
estresse oxidativo parecem estar envolvidos com a HA. O estresse oxidativo também
pode ser responsavel pela atrofia muscular. Por outro lado, o treinamento fisico (TF) é
recomendado no tratamento da HA e é considerado moderador do estresse oxidativo. O
objetivo do estudo foi investigar se a HA induzida pela DEX estd associada com
alteracdes no sistema nervoso autbnomo, na microcirculacdo e ao estresse oxidativo.
Além disso, avaliar se a diminui¢do da PA induzida pelo TF esta associada a um melhor
ajuste nestes mecanismos. Ainda, investigar se a atrofia muscular também estaria
envolvida com o estresse oxidativo e se o TF poderia contribuir para melhora dessa
alteracdo. Ratos Wistar foram submetidos a um protocolo de TF ou mantidos sedentario
por 8 semanas. Os animais foram tratados ou ndo com DEX (50ug/kg, por dia, por 14
dias) compondo 4 grupos: sedentario controle (SC), sedentario DEX (SD), treinado
controle (TC) e treinado DEX (TD). Foram analisados peso corporal (PC), pressdo
arterial em repouso, balanco autondémico para o coracdo e atividade simpatica para 0s
vasos. A aorta foi coletada para avaliacdo do estresse oxidativo e os musculos tibial
anterior (TA) e soleo (SOL) coletados para realizacdo das analises histoldgicas na
microcirculacdo e avaliagdes génicas e proteicas da gp91phox, p47phox, SOD-1, SOD-
2 e CAT. A DEX provocou redugédo do PC (-29,1g), aumento da PA (+12,1%), atrofia
muscular no TA (-8,2%), aumento das ondas de baixa frequéncia para 0 coragao
(+58,5%) e para os vasos (+96,6%), diminuicdo das ondas de alta frequéncia para o
coragdo (-12,0%), reducdo da densidade capilar e da razdo capilar fibra nos musculos
TA (respectivamente, -21,9%, -11,1%) e SOL (respectivamente -25,9%, -22,2%). O TF
atenuou o aumento da PA (-10,0%), o aumento das ondas de baixa frequéncia para o
coracdo (-21,5%) e para os vasos (-8,4%) e a diminucdo das ondas de alta frequéncia
para o coracdo (+8,4%), aléem de prevenir a reducdo da densidade capilar e da razao
capilar fibra, tanto no TA (respectivamente, +46,0%, +31,6%) como no SOL
(respectivamente, +44,4%, +37,5%) e aumentar a producdo protéica da SOD-2 e CAT
no TA (respectivamente, +37,4%, +20,9%) e no SOL (respectivamente, +15,4%,
+18,0%). Assim, podemos concluir que a HA induzida por DEX pode estar relacionada
tanto com alteracBes no sistema nervoso autdbnomo para 0 coragdo e no sistema
simpatico para 0s vasos, como com a rarefacdo encontrada na microcirculacdo e que o
TF foi capaz de atenuar esse aumento da PA devido a uma melhora no balanco
autondmico para o coragdo e a prevenc¢do da rarefacdo na microcirculagdo. O aumento
da capacidade antioxidante induzido pelo TF independente da atenuacdo da atrofia
muscular sugere que o estresse oxidativo parece ndo influenciar a atrofia muscular
induzida pela DEX.

Palavras chaves: Glicocorticoide, exercicio fisico regular, sistema nervoso auténomo,

microcirculacdo e espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

Dexamethasone (DEX) is widely used due to its potent anti-inflammatory effect,
although its chronic use may cause unwanted effects, including arterial hypertension (H)
and muscle atrophy. The mechanisms responsible for these effects remain unclear.
Nervous system, microcirculation and oxidative stress may be involved in H. In
addition, oxidative stress may also be responsible for muscle atrophy. On the other
hand, exercise training (T) its recommended for H treatment and it is an oxidative stress
modulator. The aim of this study was to investigate if DEX-induced H is associated
with changes in the autonomic nervous system, microcirculation and oxidative stress.
Moreover, it evaluated if arterial pressure (AP) reduction induced by T is associated
with a better balance of these mechanisms. Still, it investigated if muscle atrophy was
also involved with oxidative stress and if T could improve this response. Rats were
submitted to T for 8 weeks or kept sedentary and then treated or not with DEX
(50ug/kg/day for 14 days), composing four groups: sedentary control (SC), sedentary
DEX (SD), trained control (TC) and trained DEX (TD). Body weight (BW), basal AP,
autonomic balance to the heart and sympathetic nerve activity to the vessels were
analyzed. Aorta was collected for evaluation of oxidative stress and tibialis anterior
(TA) and soleus (SOL) muscles were collected for microcirculation histological
analysis and for gene and protein evaluations of gp91phox, p47phox, SOD-1, SOD-2
and CAT. DEX decreased BW (-29.19), increased AP (+12.1%), TA muscle atrophy (-
8.2%), increased low-frequency waves to the heart (+58.5%) and vessels (+96.6%),
decreased high-frequency waves to the heart (-12.0%), reduced capillary density and
capillary-fiber-ratio (C:F ratio) in TA (respectively -21.9%, -11.1%) and SOL
(respectively -25.9%, -22.2%) muscles. In contrast, T mitigated AP increase (-10.0%),
atennuated low-frequency waves increase to the heart (-21.5%) and vessels (-8.4%) and
also high-frequency waves decrease to the heart (+8.4%). Moreover, T prevented
capillary density and C:F ratio reductions in TA (respectively, +46.0% +31.6%) and
SOL (respectively, +44.4% +37.5%) muscles and increased SOD-2 and CAT protein
level in TA (respectively + 37.4%, + 20.9%) and SOL (respectively +15.4%, +18.0%)
muscles. The results allow us to suggest that DEX-induced H may be associated with
changes in sympathetic nervous system to the heart and vessels, parasympathetic
nervous system to the heart and also microcirculation rarefaction. In the other hand, T
was able to mitigate AP increase due to autonomic balance improvement and rarefaction
prevention. Since T increased rat’s antioxidant capacity independent of attenuation of
muscle atrophy, we may suggest that oxidative stress is not involved in DEX-induced
muscle atrophy.

Key words: Glucocorticoids, regular exercise, autonomic nervous system,

microcirculation and reactive oxygen species.
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1 INTRODUCAO
1.1 Glicocorticoides, dexametasona e seus efeitos

Os glicocorticoides sdo hormonios esterdides secretados pela zona cortical da
glandula supra-renal. Sua produgdo e secrecdo sdo estimuladas como resposta a
condicBes especificas a que o0 organismo € exposto, como estresse, hipoglicemia,
infeccdes, cirurgia, choque, trauma e exercicio fisico (ANTI et al., 2008). Nessas
situacOes, impulsos nervosos sdo enviados para o sistema nervoso central (SNC), que
estimula neurdnios localizados no nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo a liberar
o horménio corticotrofina (CRH). Esse hormonio, através do sistema porta-hipofiséario,
estimula a adenohipéfise a liberar o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH)
(GUYTON; HALL, 2011). Transportado pela corrente sanguinea até as glandulas supra-
renais, esse hormonio, se liga aos seus receptores especificos ha membrana do cértex
das glandulas supra-adrenais e estimula a sintese e secrecdo dos glicocorticoides
(ELIAS et al., 2008).

Dentre os glicocorticoides, o principal é o cortisol (corticosterona, em
roedores), que é transportado pelo organismo por proteinas carreadoras e que atua em
todos os tecidos e 6rgdos (KIRWAN, 1998). Por possuir caracteristica lipofilica, esse
hormonio ultrapassa a bicamada lipidica da membrana e se liga ao receptor especifico
no citoplasma, por sua vez, esse complexo ligante-receptor adentra ao nucleo da célula
controlando a expressdo de genes e atuando como fator de transcricdo (DE KLOET et
al., 1993; WRIGHT et al., 1993). As respostas fisioldgicas estimuladas pelo cortisol
estdo relacionadas a mobilizacdo de proteinas, carboidratos e lipideos, bem como, a uma
acao anti-inflamatoria (ELIAS et al., 2008; GUYTON; HALL, 2011).

Por conta dessa caracteristica anti-inflamatdria, diversos glicocorticdides
sintéticos foram desenvolvidos pela industria farmacéutica, dentre eles, a Dexametasona
(DEX). Esse farmaco € amplamente utilizado no tratamento de doencas como asma,
febre reumatica, artrite, doencas auto-imunes, além da sua menor utilizacdo como
antiemético e contra delirios pos cirurgicos (CARDOSO et al., 2013; MARDANI;
BIGDELIAN, 2013; REBEYROL et al., 2012).

Contudo, o uso crénico da DEX pode acarretar diversos efeitos deletérios,
como alteragdes no metabolismo de lipidios e glicose, perda de peso corporal, atrofia
muscular e aumento da pressao arterial (PA) (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al.,
2014; GIOZZET et al., 2008; KRUG et al., 2015; MACEDO et al., 2014; MACEDO
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et al.,, 2016; MONDO et al., 2006; RAFACHO et al., 2007; SCHNEITER; TAPPY,
1998; WEINSTEIN et al., 1998).

1.2 Dexametasona e hipertensao arterial

O aumento da PA provocado pelo tratamento com a DEX ja foi evidenciado
tanto em animais (BAREL et al., 2010; DODIC et al., 1999; MONDO et al., 2006;
ONG et al., 2013) como em humanos (BROTMAN et al., 2005; SUDHIR et al., 1989).
Entretanto 0s mecanismos responsaveis por esse efeito deletério encontram-se
inconclusivos.

O estudo de Tonolo et al. (1988) mostra que possivelmente 0 aumento da PA
induzida pela DEX possa estar relacionado com a diminui¢do do horménio responsavel
pela natriurese, diurese e vasodilatacdo, hormdnio denominado de peptideo atrial
natriurético, apesar desta reducdo ndo ser consenso na literatura (GUARINO; SHIMA,;
PURI, 2001; LIU etal., 2010).

Por outro lado, outros estudos mostram que talvez o sistema renina
angiotensina (SRA) seja o responsavel por esse efeito deletério da DEX, uma vez que,
ja foi evidenciado tanto aumento dos receptores AT1 de angiotensina (ANG) Il
(vasoconstritores)(SHELAT; FLANAGAN-CATO; FLUHARTY, 1999), como o
aumento da atividade da ANG Il (ROGHAIR et al., 2008). Embora um estudo de nosso
laboratério ja tenha demonstrado que o aumento da PA provocada pelo tratamento com
DEX por 10 dias (1mg/kg por dia) parece ndo estar envolvido com o SRA, uma vez que
ndo foi observado aumento nem da expressdo génica nem da producdo proteica dos
componentes do SRA (CONSTANTINO, 2014). Além disso, o tratamento prévio com
losartan, um inibidor dos receptores AT1 de ANG II, ndo atenuou o aumento de PA
induzida pela DEX nesta dosagem de 1mg/kg (CONSTANTINO, 2014).

Outro mecanismo também indicado como causa da hipertensdo arterial (HA)
provocada pela DEX é a diminui¢do da 6xido nitrico sintase (NOS), enzima responsavel
pela formacdo do Oxido nitrico (NO), gds que estd diretamente relacionado com a
vasodilatagdo do endotélio vascular, suprimindo assim sua formacéo (SCHAFER et al.,
2005; SEVERINO et al., 2002).

No entanto, tem sido demonstrado que tanto a suplementagcdo com L-arginina
(precursor da enzima NOS) tanto com a sepiapterina (substancia transformada pelo
organismo em cofator tetrahidrobiopterina — BH4, que regula a enzima NOS) ou mesmo
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a suplementacdo com o proprio BH4 nao foram eficazes em prevenir o aumento da PA
induzida pela DEX, contrariando a hipétese de que a diminui¢do da enzima NOS fosse a
principal responsavel pela diminuicéo da produgdo do NO, e assim, pelo aumento da PA
(HU et al., 2006; MIAO etal., 2007; THIDA et al., 2010).

Além desses mecanismos, alteracdes no sistema nervoso também parecem
contribuir para o aumento da PA induzida pela DEX, haja vista, ja ter sido evidenciado
que injecOes bilaterais de DEX no nucleo do trato solitario (NTS) provocaram aumento
tanto da PA como da frequéncia cardiaca (FC) (WANG; OU; CHAN, 2005). Além
disso, que a HA desenvolvida em ovelhas que foram expostas a DEX no periodo pré
natal, parece estar relacionada a alterac6es na sensibilidade barorreflexa (DODIC et al.,
1999), apesar de néo se ter informacg0es sobre esse efeito em animais expostos a DEX
na fase adulta. Ainda, resultados recentes de nosso laboratério mostram que o0
tratamento com DEX (1mg/kg) por 1 e 5 dias parece provocar alteracdes no sistema
nervoso autbnomo, elevando a atividade nervosa simpatica e diminuindo a atividade
nervosa parassimpatica para o coracdo (DUCHATSCH, 2015). Entretanto, até o
momento, a contribuicdo do sistema nervoso no aumento da PA induzida por DEX
permanece inconclusiva.

AlteracBes estruturais na microcirculacdo também podem estar envolvidas no
aumento da PA induzida por DEX. O aumento da resisténcia periférica vascular é um
dos principais mecanismos implicados na génese e na manutencdo da HA (AMARAL;
ZORN; MICHELINI, 2000) e tem sido caracterizado tanto pelo aumento da razdo
parede-luz das arteriolas localizadas na musculatura periférica (AMARAL et al., 2000)
como pela rarefacdo na microcirculacdo (AMARAL et al., 2000; FERNANDES et al.,
2012). A reducdo do namero de vasos ja foi demonstrada apo6s tratamento com DEX no
musculo cremaster (VOGT; SCHMID-SCHONBEIN, 2001). Assim, apesar da
influéncia das alteragbes na microcirculagdo estarem bem estabelecidas em outros
modelos de HA, sua influéncia no aumento da PA induzida pela DEX permanece
incerto.

Mais recentemente, o estresse oxidativo vem sendo considerado um potente
mecanismo responsavel pelo aumento da PA provocada pela DEX (MONDO et al.,
2006; ONG; WHITWORTH, 2011; ROGHAIR et al., 2008). Neste sentido,
quantidades elevadas de radicais livres, como os &nios superdxidos (O2 ) poderiam
oxidar o NO e reduzir sua biodisponibilidade, bloqueando sua caracteristica

vasodilatadora.
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O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) e sua remoc¢do pelas enzimas antioxidantes,
podendo estar associado tanto ao aumento da producdo como a diminui¢do da remocao
(FINKEL; HOLBROOK, 2000).

COMPLEXO
ENZIMATICO
NADPH OXIDASE

CADEIA ‘ oS
TRANSPORTADORA DE
ELETRONS . DESACOPLADA

N RADICAL
HIDROXILA
t +GLUTATIONA GLUTATIONA
‘ REDUZIDA OXIDASE + 2H20

CICLOOXIGENASE

RADICAL
SUPEROXIDO

XANTINA OXIDASE ’

PEROXIO DE

HIDROGENIO
2H20 + 07

Figura 1: Possiveis mecanismos responsaveis pela formagdo das espécies reativas de oxigénio
(vermelho) e agdes das enzimas antioxidantes (azul). SOD: Superoxido Dismutase, CAT: Catalase, GPx:
Glutationa Peroxidase, NADPH Oxidase: Nicotinamida adenosina dinucleotideo fosfato oxidase.

Como observado na Figura 1, as EROs, como radical superéxido, peréxido de
hidrogénio e radical hidroxil sdo formadas a partir da redugé@o do oxigénio por diversos
mecanismos. Por exemplo, na mitocéndria, mais especificamente na cadeia
transportadora de elétrons, 2 a 5% do oxigénio gerado sdo reduzidos a radicais
superoxidos, ou pela xantina oxidase, enzima que converte hipoxantina e oxigénio em
radicais superdxidos e peroxido de hidrogénio, ou mesmo pela NOS desacoplada,
provocada pela diminuicdo dos niveis de BH4 (responsavel pela regulacdo da enzima
NOS) e que promove diminui¢do da producdo de NOS e aumento na producdo de
radicais superdxidos. Além desses, a producdo de radicais livres também pode ocorrer
pela atividade da cicloxigenase (COX), ou também pelo complexo enzimético NADPH
oxidase (Nicotinamida adenosina dinucleotideo fosfato oxidase), que transforma
oxigénio em radicais superoxidos, principalmente pela presenca de ANG Il, respostas
inflamatorias, entre outros.

Ja o sistema antioxidante, também ilustrado na Figura 1, tem como objetivo a
prevencdo e o controle dessa formacdo de EROs. Este sistema esta divido em dois

grupos: 1/ sistema de defesa enzimatico compreendido pela enzima superdxido
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dismutase (SOD), que transforma os anions superdxidos em anions perdxido de
hidrogénio; a catalase (CAT), que transforma anions peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio e a glutationa peroxidase (GPx), que é uma enzima responsavel pela conversdo
da glutationa reduzida e anions peréxido de hidrogénio em glutationa oxidada e agua e
2/ sistema de defesa ndo-enzimatico, que esta associado a compostos de origem
dietética (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

Em condicgdes fisiologicas, as EROs participam como mediadoras em Vvérias
reacOes quimicas, como geracdo de trifosfato de adenosina (ATP), ativacdo de genes,
até mesmo mecanismos de defesa contra infecgdes, entretanto, em altas concentracdes,
como € denominado de estresse oxidativo, as EROs reagem com as biomoléculas,
provocando vérias disfunges metabdlicas pela oxidagdo de proteinas e lipidios, sendo
assim considerada a causa de diversas patologias como diabetes, atrofia muscular,
aterosclerose, trombose, HA, entre outras (CAl;, HARRISON, 2000; FINKEL;
HOLBROOK, 2000).

Com énfase na correlacdo entre o estresse oxidativo e a HA, os estudos
apontam para a diminuicdo da biodisponibilidade do NO como o fator determinante
(MONDO et al., 2006; ONG; WHITWORTH, 2011; ONG et al., 2009; TOUYZ,
2004).

O 6xido nitrico, antigamente denominado de fator de relaxamento derivado do
endotélio (EDRF), é sintetizado no endotélio vascular a partir da L-arginina pela acdo
da enzima NOS. Além de ser responsavel por diversas respostas fisiologicas como
diminuicdo da agregacdo plaquetéria, diminuicdo da producdo de endotelina,
diminuicdo da oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), diminuicdo da
expressdao de moléculas de adesdo, ele também é responsavel pela vasodilatacdo
(GALLEY; WEBSTER, 2004).

Por ser um gas, o NO transporta-se do endotélio para a musculatura lisa onde
ativa a enzima guanilatociclase e induz a formacao de monofosfato de guanosina ciclico
(cGMP) através do ATP, que, por sua vez, ira ativar a proteina cinase dependente de
monofosfato de guanosina (PKC), acarretando na diminuigdo da concentragdo de ions
calcio no masculo liso e de sua unido com a calmodulina, o0 que reduz a contragdo da
musculatura, provocando vasodilatacdo (GALLEY; WEBSTER, 2004).

Entretanto, em condicdes onde o estresse oxidativo é estabelecido, o radical
superdxido, que esta acumulado no organismo, oxida o NO formando peroxinitrito

(ONOO ), o que contribui diretamente para reduzir a biodisponibilidade de NO,
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resposta esta que pode estar diretamente relacionada ao aumento da PA (ONG;
WHITWORTH, 2011; RUSH; FORD, 2007). Assim, uma vez que, 0 tratamento
crénico com DEX tem mostrado induzir o estresse oxidativo em ratos (MONDO et al.,
2006; ONG et al., 2013) alguns autores estudaram concomitantemente ao tratamento
com DEX, a suplementacdo com substancias antioxidantes, tais como tempol, acido
félico, atorvastatina e acido alfa-lipdico, com o objetivo de diminuir os niveis de EROs
no organismo e observaram uma prevencdo do aumento de PA induzida pela DEX
(MIAO et al., 2007; MONDO et al., 2006; ONG et al., 2013; ZHANG et al., 2004),
reafirmando o fato de que o estresse oxidativo poderia ser o principal responsavel pela
HA induzida por DEX.

Com isso, seria importante determinar se esse estresse oxidativo estaria
vinculado ao aumento da producdo de EROs ou a diminuicdo de sua remocéao pelas
enzimas antioxidantes, a fim de melhor entender o0 mecanismo pelo qual a DEX estaria
provocando o aumento da PA.

Neste sentido, Ong et al. (2007) bloguearam a atividade da enzima xantina
oxidase, que transforma hipoxantina e oxigénio em radicais superdxidos e perdxido de
hidrogénio com a utilizacdo do composto allopurinol. Esses autores observaram que o
blogqueio ndo provocou prevencdo do aumento de PA em ratos tratados com DEX, o que
leva a crer que a geragdo de EROs pela atividade da xantina oxidase parece néo ser a
principal responsavel pelo aumento de PA observado apds tratamento com DEX. Da
mesma forma que o blogueio da cicloxigenase com aspirina, também ndo preveniu o
aumento de PA em ratos tratados com DEX (ZHANG; MIAO; WHITWORTH, 2007).

Com o intuito de verificar a influéncia da NOS desacoplada na formacgéo de
radicais livres, alguns estudiosos suplementaram os ratos tratados com DEX, tanto com
BH4 como com sepiapterina, que € posteriormente transformada em BH4 pelo
organismo, a fim de suprimir a diminuicdo de BH4, que acarreta em NOS desacoplada e
formacdo de radicais superoxido, entretanto, nenhuma das condi¢cdes foi eficaz em
reverter o aumento da PA induzida pela DEX (MIAQO et al., 2007; THIDA et al., 2010).

Ainda, Ong et al. (2013) suplementaram ratos previamente tratados com DEX,
com acido alfa-lipéico, um antioxidante com propriedades inibitorias na produgédo de
superdxido pela mitocéndria e observaram que a suplementacao foi capaz de prevenir o
aumento de PA, entretanto, sem alterar a producdo mitocondrial de radicais
superoxidos, sugerindo assim, que a produgdo mitocondrial de EROs ndo estava

diretamente envolvida na hipertensdo induzida pela DEX.



21

Entretanto, Hu et al. (2006) ao tratar ratos com DEX e apocinina, que € um
blogueador do complexo enzimatico NADPH oxidase, que esta localizado na membrana
das células e é responsavel pela formacdo de EROs, observaram uma prevengdo do
aumento da PA provocada pela DEX, indicando que possivelmente a DEX aumente a
producdo de EROs por esse complexo enzimatico, o que poderia estar determinando o
estresse oxidativo e consequentemente o aumento da PA.

Contudo, além do aumento na producdo de EROs, o estresse oxidativo
verificado no tratamento com DEX também poderia estar relacionado com a reducgéo da
remocao das EROs pelas enzimas antioxidantes. Somente alguns estudos investigaram
essa influéncia e seus resultados sdo conflitantes, uma vez que, o estudo de Turgay et al.
(2012) observou diminuicdo da atividade da enzima CAT enquanto que Safaeian e
Zabolian (2014) verificaram aumento da capacidade antioxidante apds o tratamento com
a DEX.

Assim, dentre os diversos mecanismos que sdo apontados como responsaveis
pelo aumento da PA induzida por DEX sugere-se que alteragcbes tanto no sistema
nervoso como na microcirculacdo, bem como, a reducdo da biodisponibilidade de NO
provocada pelo estresse oxidativo estejam diretamente relacionadas a esse efeito
deletério da DEX, no entanto, os resultados ainda permanecem incertos e/ou
conflitantes, sendo necessaria uma melhor investigacdo da influéncia desses

mecanismos no HA induzida por DEX.

1.3 Dexametasona e atrofia muscular

Além da HA, diversos estudos também tém mostrado que o tratamento crénico
com DEX acarreta a reducdo do peso corporal dos animais (BAREL et al., 2010;
DIONISIO et al., 2014; MONDO et al., 2006; TONOLO et al., 1988). Efeito deletério
esse que tem sido justificado tanto pela menor ingestdo alimentar (KRUG et al., 2015)
associada a alteracbes nas adipocinas grelina e leptina, que sdo responsaveis,
respectivamente, pela fome e pela saciedade (TULIPANO et al., 2007) como pela
atrofia muscular, outro efeito colateral verificado no tratamento com a DEX (KRUG et
al., 2015; MACEDO et al., 2014).

A homeostase do musculo esquelético é mantida pelo balanco entre proteinas
hipertréficas como o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1), PI3K

(Fosfatidilinositol 3 quinase), a AKT (treonina\serina tirosina quinase), mTOR (Proteina
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alvo da rapamicina de mamiferos) e a proteina p70S6K (Ribossomal S6 quinase) e as
proteinas atroficas como a miostatina (diferenciagdo do fator-8 do crescimento), familia
FOXO (Forkead transcription factors), a Atrogina-1 e MuRF-1 (Muscle Ringer Finger
Protein 1)(LANGEN et al., 2013; LEGER et al.,, 2006). Sendo essas duas ultimas,
proteinas atréficas diretamente envolvidas na ativacdo do sistema Ubiquitina-
proteassoma (UPS), principal regulador do catabolismo protéico (COMBARET et al.,
2004; GILSON etal., 2007).

A atrofia muscular é determinada pelo desbalango entre essas proteinas,
podendo ser desencadeada tanto pelo aumento das proteinas atréficas (MA et al., 2003)
como pela diminuig&o das proteinas hipertroficas (LEWIS et al., 2003) ou mesmo pelos
dois mecanismos (ADAMS, G. R. et al., 2007).

Além do estresse oxidativo estar associado a HA, ele também pode ser um dos
possiveis mecanismos envolvidos nesse desbalanco de proteinas hipertroficas e
atroficas, haja vista ja ter sido desmonstrado no estudo de Bechara (2012) que a atrofia
muscular em animais com insuficiéncia cardiaca parece estar relacionada ao estresse
oxidativo. E ainda, que essa alta concentracdo de EROs, pelo menos em parte, pode ser
devido a maior ativacdo do complexo enzimatico NADPH oxidase. Tem sido mostrado
também que altas concentracbes de EROs parecem ser capazes de ativar a proteina
FOXO, provocando a ativacdo de dois ligantes especificos do UPS, a Atrogina-1 e a
MuRF-1(STEINBACHER; ECKL, 2015).

Com relacdo a atrofia muscular induzida por DEX, estudos recentes de nosso
laboratério tém mostrado que a atrofia tanto no masculo tibial anterior (TA) como no
masculo flexor longo do halux (FHL) provocadas pelo tratamento com DEX (500
pg/kg) por 10 dias estdo associadas ao aumento da proteina atrofica MuRF-1 (KRUG et
al., 2015; MACEDO et al., 2014). Resultados esses que corroboram com o estudo de
Nicastro et al. (2012) que ao investigar os efeitos do tratamento com DEX (5mg/kg/dia)
por 7 dias no musculo plantar de ratos, observaram atrofia muscular acompanhada do
aumento da proteina MuRF-1. Contudo, até 0 momento, nada se sabe sobre a influéncia

do estresse oxidativo na atrofia muscular induzida pelo tratamento com DEX.

1.4 Treinamento fisico, hipertenséo arterial e atrofia muscular

Atualmente, o treinamento fisico (TF) tem sido amplamente utilizado como

tratamento ndo farmacologico para hipertensos, principalmente os programas de
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exercicios de baixa a moderada intensidades (MANCIA et al., 2013; PESCATELLO et
al., 2004).

Os mecanismos que promovem a reducéo da PA por meio do TF séo variados,
entre eles pode-se citar mecanismos relacionados ao sistema nervoso como reducédo
significativa da atividade nervosa simpatica (CAVALCANTI et al., 2009; MARTINEZ
et al., 2011) e melhora do controle autondémico para o coracdo (BURGI et al., 2011;
HIGA-TANIGUCHI et al., 2007). Esses mecanismos estdo associados a adaptacOes
crénicas do organismo por meio da ativagdo regular dos mecanorreceptores e
metaborreceptores. Aos quais, durante a sessao de exercicio, sdo ativados por meio das
contragbes musculares e dos metabdlitos locais e enviam sinais aferentes para o
comando central da PA auxiliando no aumento da FC e da PA durante o exercicio a fim
de suprir a necessidade metabolica para a realizacdo do mesmo (GALLAGHER et al.,
2001; KAUFMAN, 2012; MICHELINI et al., 2015). No entanto, quando sua ativagédo
é realizada de forma regular (treinamento fisico) € capaz de auxiliar na reducdo da PA
de hipertensos por meio de ajustes no comando central da PA (MIZUNO et al., 2015),
haja vista, que esse mecanismo parece estar alterado em modelos de HA auxiliando no
aumento da PA (SMITH et al., 2015).

Dentre 0s mecanismos periféricos, pode-se citar as alteracbes na
microcirculacdo que auxiliam na regulagdo da resisténcia periférica vascular. Durante as
sessOes de exercicio fisico, a reducdo da pressdo parcial de oxigénio e o shear stress
(estresse de cisalhamento) atuam como estimulos para as células endotelias aumentarem
a expresséo do fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF). Tem sido demonstrado
que esta proteina é responsavel pelo balanco entre a apoptose e a angiogénse, ou seja,
guando aumentada acarreta tanto a inibicdo da cascata que promove apoptose como a
estimulacdo da angiogénse, proporcionando a prevenc¢do da reducdo do nimero de vasos
que é uma resposta estabelecida na hipertensdo (AMARAL et al., 2001; AMARAL et
al., 2008; AMARAL et al., 2000; FERNANDES et al., 2012).

Além dessas adaptacbes, o TF também pode auxiliar na reducdo da PA de
hipertensos por meio de sua influéncia na producdo e remocdo das EROs. Visto que,
apesar do fato de que durante a sessdo do exercicio fisico ocorra 0 aumento na producao
EROs (COOPER et al.,, 2002; DAVIES et al., 1982), ha evidéncias que ocorram
adaptacdes crbnicas do organismo para proteger os tecidos do estresse oxidativo. Esses
ajustes podem ocorrer tanto no sistema antioxidante, com o aumento da atividade das

enzimas antioxidantes, tornando-as mais eficazes na remogdo das EROs, como no
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sistema pro oxidante, reduzindo a atividade do complexo enzimatico NADPH oxidase e
assim diminuindo a producgdo de EROs (ADAMS, V. et al., 2005; BRIONES; TOUYZ,
2009; CAMPOS; GOMES; FERREIRA, 2013; MASSON et al., 2014).

Masson et al. (2014) analisaram o PVN de ratos normotensos e hipertensos,
treinados e ndo treinados e observaram que 0s ratos hipertensos possuiam maior
expresséo de subunidades do complexo enzimatico NADPH  oxidase
(p47phox/gp91phox), como maior producdo de EROs quando comparados aos
normotensos. E que o TF foi eficiente em reduzir a expressao dessas subunidades do
complexo enzimatico, como reduzir a produ¢do de EROs. Da mesma forma, Rush et al.
(2002) constataram tanto aumento na atividade da enzima superdxido dismutase como
diminuicdo na producédo protéica do complexo enzimatico NADPH oxidase na aorta de
porcas submetidas a protocolo de TF aer6bio moderado.

Mais recentemente, Roque et al. (2013) observaram uma diminuicdo da PA
associada a diminuicdo do estresse oxidativo e ao aumento da biodisponibilidade de NO
em ratos hipertensos ap6s TF aerdbio de baixa/moderada intensidade.

Além do TF possibilitar a reducdo do estresse oxidativo associado diminuicao
da HA, ele também tem se mostrado eficaz na melhora do balango entre a producéo e a
remogdo de EROs relacionado a atrofia muscular (CUNHA et al., 2012). Como
mostrado pelo estudo de Bechara et al. (2012), o TF por 8 semanas foi capaz de prevenir
a atrofia muscular no mdsculo plantar, associada a prevencdo da hiperativacdo do
complexo enzimatico NADPH oxidase e do UPS induzidos pelo infarto do miocéardio
em ratos com atrofia muscular provocada pela insuficiéncia cardiaca.

Assim, sabendo que alteracdes no sistema nervoso, na periferia, bem como o
estresse oxidativo possam ser importantes mecanismos envolvidos na HA induzida por
DEX e este Gltimo na atrofia muscular, e que o TF moderado é capaz de promover
ajustes crénicos nesses mecanismos, auxiliando na prevencéo/atenuacao das alteragdes,
é plausivel acreditar que o TF, realizado antes e concomitante ao tratamento com DEX,
seja capaz de diminuir a PA dos animais por promover ajustes no sistema nervoso, na
musculatura esquelética, bem como na quantidade de EROs. Além disso, é possivel
pensar que a melhora do balango entre a remocdo e a produgdo das EROs na
musculatura esquelética possa auxiliar em uma possivel atenuacéo/prevencédo da atrofia

muscular.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi investigar se a HA induzida pela DEX esta
associada com alteragdes no sistema nervoso autbnomo, na microcirculagao e/ou com o
desbalanco entre a producéo e a remocdo das EROs. Além disso, avaliar se a diminuicao
da PA induzida pelo TF aerobio esta associada a um melhor ajuste nestes mecanismos.

Ainda, pretendeu-se investigar se a atrofia muscular provocada pelo tratamento
com a DEX também estaria envolvida com o desequilibrio entre a producgéo e a remogao
das EROs e se o TF poderia contribuir para melhora desse desequilibrio.

Os objetivos especificos foram

1/ Determinar se 0 aumento da PA induzido pelo tratamento com DEX esta
associado a alteragdes no sistema nervoso autdbnomo, na microcirculagdo e/ou
desbalango entre a producéo e a remocao de EROs. Para isso foi realizada a andlise
espectral para investigar o balango autonémico para o0 coracdo e a atividade nervosa
simpatica para os vasos. Nos musculos TA e soleo (SOL) foi verificada a densidade
capilar, razdo capilar fibra e a razdo parede luz das arteriolas. E realizada também uma
citometria de fluxo para quantificar as espécies reativas de oxigénio nas células
endoteliais da aorta.

2/ Determinar se a diminuicdo da PA induzida pelo TF esta associada a um
melhor ajuste dos mecanismos centrais e periféricos. Para isso foram realizadas as
mesmas técnicas que no objetivo 1 nos animais treinados.

3/ Determinar se a atrofia muscular provocada pelo tratamento com DEX esta
associada ao desbalanco entre a producdo e a remocao das espécies reativas de oxigénio
e se o treinamento fisico poderia contribuir para melhora desse desequilibrio. Para isso
foram analisadas a expressdo génica e producdo proteica das enzimas antioxidantes
(SOD-1, SOD-2 e CAT) e das subunidades do complexo enzimatico NADPH oxidase

(gp91phox e p47phox) nos grupos sedentarios e treinados tratados ou ndo com DEX.

3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 76 ratos (Wistar) provenientes do Centro de Pesquisa e
Producéo de animais da UNESP, Botucatu, SP, com idade jovem de 7-8 semanas (250-
300g). Durante o protocolo experimental os animais foram mantidos em gaiolas com até
cinco animais, no Biotério de Manutencdo da Faculdade de Ciéncias da UNESP,

campus de Bauru, em ciclo claro escuro de 12:12 horas e temperatura controlada de
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22°C, a racdo e agua foram fornecidas at libitum. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias,
UNESP-BAURU (Processo n° 1436/2014) (ANEXO 1).

3.1 Capacidade fisica maxima dos animais

Os animais passaram por 10 dias de adaptacao a esteira (modificada para ratos,
possuindo 10 raias suspensas de ferro, Inbramed, Millennium). Posteriormente, todos os
animais realizaram o Teste de esforco maximo (TEM-1) que determinou a capacidade
fisica maxima de forma indireta. Foi utilizado o protocolo adaptado de Silva et al.
(1997) que preconiza aumentos de 3m/min a cada 3 min de exercicio na esteira até a
exaustdo. Este teste foi repetido apos 4 (TEM-2) e 8 (TEM-3) semanas para reajuste das
velocidades, visando a garantia da manutencdo da intensidade até o final do protocolo.
Importante destacar que os animais sedentarios foram colocados a cada 15 dias na
esteira para permanecerem adaptados e realizaram 0s testes maximos nos mesmos

periodos que os treinados.

3.2 Grupos experimentais

Posteriormente ao teste de esforco maximo, os animais foram divididos em
quatro grupos, distribuidos de forma que, no final, os quatro grupos ndo apresentaram
diferencas entre capacidade fisica e peso corporal.

GRUPO 01 — 10 animais que permaneceram sedentarios durante todo o
periodo do experimento e receberam tratamento com salina; GRUPO 02 — 10 animais
que permaneceram sedentarios durante todo o periodo do experimento e receberam
tratamento com dexametasona (Decadron, 50ug/kg por dia, s.c.); GRUPO 03 — 10
animais que realizaram o treinamento fisico por 74 dias, inclusive durante o tratamento,
e receberam tratamento com salina; GRUPO 04 - 10 animais que realizaram o
treinamento fisico por 74 dias, inclusive durante o tratamento, e receberam tratamento
com dexametasona (Decadron, 50ug/kg por dia, s.c.). A Figura 2 demonstra o protocolo

experimental que foi utilizado.
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Treinamento Fisico (74 dias)

Semanas Dias
|
3} PC PC 3 PC PC PC 3} }
PC PC PC
Teste max Teste max Teste max Canulagio
Registro de PA direta
PC . .
Eutanasia
Dexametasona
(decadron®, 50 ng/kg, s.c.)
ou salina

Figura 2: linha do tempo do protocolo experimental, peso corporal (PC), teste maximo (Teste max),
pressao arterial (PA).

3.3 Protocolo de treinamento fisico

Os animais foram submetidos a um periodo de TF em esteira ergométrica
durante uma hora por dia, por 8 semanas, com intensidade de 60% da velocidade
méaxima atingida no teste de esforco méaximo. Durante os 14 dias de tratamento com

DEX os animais treinados continuaram seu treinamento.

3.4 Tratamento farmacoldgico

Foi utilizado o Decadron injetavel (fosfato dissddico de dexametasona -
4mg/ml ampola de 2,5ml) do laboratério farmacéutico Aché Laboratérios
Farmacéuticos S.A. Esse farmaco contém 3,33 mg de DEX, que foi diluido em salina e
em cada animal foi administrada a dose de 50ug/kg por dia, de forma subcuténea (s.c.),
durante 14 dias. O tratamento foi realizado diariamente até as 9h da manha.

3.5 Determinacdo da pressao arterial direta e analise espectral

3.5.1 Confecc¢do de canulas

Para a confeccdo das céanulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50
(Scientific Commodities Inc.), aos quais foram previamente soldados a tubos de
polietileno PE-10 (Scientific Commodities Inc), como previamente publicado por
Amaral et al. (2000).
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Os animais foram entdo anestesiados com Tribromo Etanol (2,5g/100ml) 1ml
para cada 100g do peso corporal e posteriormente realizada a incisdo no pescogo do
animal. Apos a localizacdo da artéria cardtida foi introduzida no local, a parte mais fina
da canula preenchida com solucéo fisiologica heparinizada, ja a outra parte da canula foi
exteriorizada na regido dorsal do animal. Logo apds o término do procedimento foi
aplicado analgésico (Banamine 0,3 ml por animal) de forma cutinea e esperadas 24

horas para recuperacao do animal.

3.5.2 Registro de PA e frequéncia cardiaca

Apdls a recuperacdo da cirurgia por 24h, a pressdo arterial foi registrada
continuamente nos ratos acordados, pela conexdo da cénula da artéria carétida ao
sistema de registro (transdutor + pré-amplificador, ADinstrumenst®), conectado ao

computador. PA pulsatil e a FC foram registrados utilizando o software LabChartPro.

3.5.3 Anélise espectral

O registro da pressdo arterial e do intervalo de pulso dos animais (15-30
minutos com frequéncia de amostragem de 2000 Hz) foram processados pelo software
LabChart v7.0, ADInstruments, NSW, Australia, que detectou os pontos de inflexdo
ciclo por ciclo no sinal da pressdo arterial pulsatil, determinando os valores da pressdo
sistdlica batimento por batimento. A variabilidade da FC e da pressao arterial sistélica
(PAS) foram analisadas no dominio da frequéncia a partir do software desenvolvido por
Daniel Penteado Martins Dias da Universidade de S&o Paulo (USP) (CardioSeries V2.4,

http://www.danielpenteado.com).

A anélise da variabilidade da FC foi realizada por meio da decomposicdo do
sistograma pela Transformada Réapida de Fourier e a variabilidade da PAS por meio do
tacograma do registro da PAS. A partir desses dados a poténcia das bandas de baixa
frequéncia (BF, 0,20-0,75 HZ) e das bandas de alta frequéncia (AF, 0,75-3,0 HZ) foram
determinadas, correspondendo respectivamente a atividade nervosa simpatica e
parassimpatica. O balanco simpato-vagal foi analisado por meio da razdo BF/AF
(SILVA et al., 2015).


http://www.danielpenteado.com/
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3.6 Citometria de fluxo
3.6.1 Isolamento de células endoteliais de aorta de ratos

Posteriormente a eutanésia (decapitacdo), as aortas dos animais foram isoladas,
dissecadas, cortadas longitudinalmente e mantidas em solugdo Hanks completa
modificada (CaCI2 1,6 mmol/L; MgCI2 1,0 mmol/L; NaCl 120,0 mmol/L; KCI 5,0
mmol/L; NaH2PO4 0,5 mmol/L; dextrose 10,0 mmol/L; HEPES 10,0 mmol/L; pH 7,4).
A remocao das células endoteliais foi feita mecanicamente com o auxilio de uma haste
plastica e posteriormente centrifugadas com solucdo de Hanks (1000 rpm por minuto,
durante 5 minutos) em temperatura ambiente. Ap6s, o sobrenadante foi desprezado, o
pellet suspendido em solucdo Hanks e 250 pL desta suspensdo foram pipetados em
tubos de poliestireno. As células permaneceram acondicionadas na temperatura de 37°
C até o momento do experimento.

No citémetro de fluxo, foi feita a leitura de 5000 eventos (células) de cada
aorta utilizada. O nimero de experimentos realizados (n) se refere ao nimero de aortas
utilizadas para cada grupo estudado. As analises foram realizadas em citbmetro de fluxo
FACs Canto BD, software FACs DIVA utilizando sondas especificas para EROs

conforme o seguinte protocolo experimental.

3.6.2 Quantificacdo da concentracdo de Espécies Reativas de Oxigénio

Para quantificacdo de EROs, a suspensdo de células endoteliais sem qualquer
estimulo prévio, foi submetida a leitura para verificar a emissdo de fluorescéncia basal
(branco). A suspensdo de células foi entdo incubada por 20 min com a sonda
fluorescente Dihidroetidina (DHE 2,5 pmol/L, Sigma Aldrich Company, USA),
excitada com laser azul em 488 nm, com emisséo de 530/30 nm e a intensidade de
fluorescéncia emitida foi verificada. Os valores foram expressos pelo aumento da
intensidade de fluorescéncia (IF) comparado com o basal. A mediana da IF foi

comparada entre 0s grupos.

3.7 Retirada dos musculos

Posteriormente aos protocolos experimentais, os animais foram eutanasiados
por overdose de anestésico ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 20mg/Kg), CEVA e
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DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 160mg/Kg), VETBRANDS do Brasil (na
proporcdo de 1:1, 1mg/kg de peso corporal). Ap6s a confirmagdo da eutanasia, 0s
tecidos musculares SOL e TA foram removidos, limpos, imediatamente pesados e
separados para andlise de expressdo génica, producdo proteica ou processamento

histologico.

3.7.1 Extracgéo de RNA total

Todos os procedimentos para avaliagdo da expressdo génica foram realizados
na FOB-USP pela colaboracdo do Prof. Titular. Carlos Ferreira dos Santos, que é
responsavel pelo equipamento de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real
Viia7 (AppliedBiosystems®, Estados Unidos), adquirido em processo Multiusuario
FAPESP (2009/53848-1).

Foi utilizado o RNeasy mini kit (Qiagen) para a extragdo do RNA segundo o
fabricante. Anteriormente, os tecidos SOL e TA foram homogeneizados na solucdo de
lise do kit e alcool absoluto foi adicionado. Ap6s a homogeneizagdo todo 0 homogenato
foi colocado nas colunas de purificacdo do kit e centrifugado em temperatura ambiente
na velocidade maxima por 1 minuto. Posteriormente, 0 RNA foi retido nesta coluna, a
qual foi lavada por dois tampd@es especificos antes da eluicdo do RNA em &gua livre de
RNAse.

3.7.2 Quantificacao e qualificacdo do RNA

Depois de reconstituido, 0 RNA total das amostras foi mensurado e qualificado
no espectrofotbmetro Nanodrop 1000 ThermoScientific (USA). Para isso foram
utilizados 2L de cada amostra para obtengao das leituras nos comprimentos de onda de
260 nm (A260) e 280 nm (A280), os quais forneceram informacgdes sobre a quantidade
e qualidade do RNA. Amostras com valores entre 1,9 e 2,1 na relagdo A260/A280

foram transcritas.

3.7.3 Tratamento do RNA total com DNAse e transcricao reversa

Com o intuito de evitar a possibilidade de contaminacdo do RNA total extraido

por DNA genbmico, todo o tratamento das amostras foi realizado com DNase
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(gDNAwipeout - Qiagen, Alemanha) durante 2 minutos a 42°C sendo este procedimento
realizado segundo as orientagOes do fabricante.

As amostras com lpg de RNA total cada foram tratadas com DNAse e
imediatamente submetidas ao processo de transcricdo reversa com o kit Quantitect®
ReverseTranscription (Qiagen). Neste RNA tratado com DNAse foi adicionado uma
mistura 1 plL dos primers randdémicos e oligodT, 1 pL da trancriptase reversa e 4 puL. do
tampéo Quantscript RT. Esta mistura foi incubada a 42°C por 30 min, seguido de outra

incubacdo a 95°C por 3 min.

3.7.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa

A quantificacdo relativa das subunidades do complexo enzimatico NADPH
oxidase (gp91phox e p47phox) e das enzimas antioxidantes SOD-1, SOD-2, CAT foram
analisadas por meio de reacdes de PCR em tempo real, utilizando o sistema Tagman
(Applied Biosystems, Foster City, USA) em um aparelho Viia7 (Applied Biosystems,
Foster City, USA). Os ensaios utilizados foram da Applied Biosystems, Foster City,
USA. Esse sistema realiza as reacbes de amplificacdo, deteccdo de nucleases
fluorogénicas e quantificacdo relativa a um ou dois genes de referéncias (Beta actina
e/ou GAPDH) por meio do software Viia7 versao 1.1. Para a reacdo foram adicionados
aos pocos da placa de reacdo de PCR, o DNA complementar sintetizado a partir do
RNA mensageiro, 0 Tagman gene expression mastermix (Applied Biosystems, USA) e
cada ensaio constante na Quadro 1.

A ciclagem térmica consistiu de uma incubacdo de 2 min a 50°C, seguida de
outra incubacdo de 10 min a 95°C e 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Para cada
reacdo de volume final de 5uL, foi utilizado 1 uL da amostra (a 50ng/uL), 2,5 uL do
Tagman gene expressionmastermix, 0,25 uL dos primers e sondas (ensaio inventoriado)
e 1,25 uL de 4gua milliQ.
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Quadro 1: Numeros de catalogo para PCR inventoriados (AppliedBiosystems).

ALVO Numero de catalogo
GAPDH Rn01775763_g1
gp91phox Rn00576710_m1
p47phox Rn00586945 m1
SOD-1 Rn00566938_m1
SOD-2 Rn00690588_g1
CAT Rn00560930_m1

3.7.5 Protocolo de dosagem de proteina

O SOL e TA foram homogeneizados com um homogeneizador Polytron em
uma solucdo de RIPA (Cell SignalingTechnology, Inc) contendo varios inibidores de
proteases. No momento da homogeneizacao foram adicionados 1% de PMSF e 0,1% de
PIC (Coquetel inibidor de protease, Sigma Aldrich). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos com aceleragédo e desaceleracao igual a 7 na
temperatura de 4 graus, em seguida o sobrenadante foi coletado e transferido para outro
tubo.

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
utilizando o kit comercial Bio-Rad kit, laboratories, Inc, Hercules, CA com albumina
(ProteinAssay Standard |1, Bio-Rad) como padrdo (AMARAL et al., 2001). Os valores
de absorbancia foram analisados no leitor de microplacas (BMG Labtech, Spectro Star
nano) utilizando uma placa de 96 pocos. Apds a dosagem, as amostras foram estocadas

a—20°C até serem utilizadas para os experimentos de Western Blotting.

3.7.6 Procedimento de Western Blotting

As proteinas foram eletroforeticamente separadas por tamanho, usando um
sistema de gel de poliacrilamida conforme publicacdo prévia do laboratério (AMARAL
et al., 2001). Um gel com duas camadas de poliacrilamida, em diferentes concentracgdes:
5% na camada superior e de 8 a 12% na camada inferior, dependendo do peso molecular
da proteina. A solucdo tampé&o de corrida consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de

Tris, 0,1% de SDS, pH 8,3. As amostras foram colocadas para correr por
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aproximadamente 60 minutos a 200 V. Marcadores de peso molecular (Bio-Rad) foram
simultaneamente utilizados como tamanho padrdo. As proteinas foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose com aplicagdo de corrente de
120 v por 1 hora e meia em um tampdo: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 20% de
metanol, pH 8,3. Logo apos a transferéncia, a equivaléncia da quantidade de proteina
colocada em cada coluna foi conferida com a coloragdo de Ponceau e imediatamente
depois as membranas foram lavadas em solugédo TBS-T (0,95g de Trisma —HCI; 0,509
de Trisma Base; 8,89 de NaCl e 1ml de Tween 20 para um litro de dgua destilada). Na
etapa seguinte foi utilizado o aparelho Snapi.d (Millipore) para incubacdo das
membranas com solucdo bloqueadora com 5% de albumina diluida em solugdo TBS-T
por 2 min e incubadas por 10 min com diluicdo apropriada do anticorpo para anti-
gp91phox (Millipore, Billerica, MA, 1:500), anti-p47phox (Millipore, Billerica, MA,
1:500), anti-Cu/Zn SOD (SOD-1) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 1:1000), anti-
MnSOD (SOD-2) (Enzo Life Sciences International, Inc., Plymouth Meeting, PA,
1:1000), anti-catalase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 1:1000) e GAPDH (ReD
system, 1:1000) para normalizacdo. Logo apds, as membranas foram lavadas por 3
vezes de 5 ml com solucdo TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario, 1gG anti-
rabbit, anti mouse ou anti-goat dependendo da origem de cada anticorpo primario, por
10 minutos e depois lavado. O anticorpo foi detectado por luminescéncia quimica
aumentada (Super signal Pico, Pierce®) e as membranas foram expostas a filme de
radiografia. As bandas foram analisadas utilizando um programa de computador (Scion
Image, Corporation, 0.4.0.2) a qual foi comparada com o grupo sedentéario controle
(SC), sendo este considerado como 100%.

3.7.7 Analises morfométricas

Os tecidos musculares do SOL e TA depois de retirados foram imediatamente
envolvidos por talco neutro, cobertos com tissuetech e mergulhados em nitrogénio
liquido. Ap6s o congelamento, as amostras foram armazenadas no freezer a -80° C para
posterior processamento.

Todo o material coletado congelado foi colocado no criostato (temperatura de -
20°C), (Leica® CM 1850, Nussloch, Alemanha) para realizacdo de cortes transversais
5-10 um e, em seguida, as fatias foram colocadas nas laminas para o processamento das

técnicas de coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE) e processadas para estudo de
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alteracdes vasculares no tecido muscular em microscopio de luz, determinando a
densidade capilar, a area de seccdo transversa das fibras musculares, razdo capilar/fibra
nos musculos TA e SOL e a razdo parede/luz das arteriolas presentes na musculatura
esquelética (MOURA et al., 2011).

Para realizacdo das analises foram efetuadas quatro laminas para cada animal,
sendo que em cada uma foram colocados de seis a oito cortes histoldgicos, que
posteriormente foram corados com HE. Sendo assim, a partir dessas amostras foram
capturadas seis fotos pelo programa DP Controler, na objetiva de 20x no microscopio
Olympus Bx50.

Para determinacdo da densidade capilar, da area de seccdo transversa das fibras
musculares e da razdo capilar/fibra foi realizada a média da analise de quatro a seis
fotos (4080 x 3072 pm?), as quais foram analisadas pelo programa Image.pro Plus 6.2.
A densidade capilar foi obtida pela contagem da quantidade de capilares identificados
em cada foto, a razdo capilar/fibra obtida pela razéo entre a quantidade de capilares e a
quantidade de fibras identificadas e a &rea de seccdo transversa das fibras musculares
obtida por meio da verificacio da area em micrdbmetros quadrados das fibras
musculares localizadas nas imagens (média de 5 fibras). Ja a razdo parede/luz das
arteriolas da microcirculagdo foi determinada da seguinte forma: identificando as
arteriolas nos cortes histoldgicos, foi verificado o didmetro e raio interno e externo, aos
quais a partir da formula: diferenca do didmetro externo — didmetro interno dividido por
dois, sendo o resultado dividido pelo diametro interno encontra-se a razao parede luz da
arteriola as quais, posteriormente, foram utilizadas para realizar a média referente ao

animal e do grupo.

3.8 Métodos estatisticos

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Foi utilizada a analise de varidncia ANOVA de dois caminhos, sendo um caminho o
treinamento e 0 outro o tratamento ou teste T-student, para comparagdo entre dois
grupos. As amostras que apresentaram diferencas significativas foram analisadas pelo

post-hoc de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de p< 0,05.
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4 RESULTADOS

Os animais, tanto treinados como sedentarios, realizaram trés testes para
avaliacdo da capacidade fisica maxima, sendo eles: antes, durante (42 semana) e ao final
do periodo de treinamento fisico (8% semana). Na Figura 3 pode ser observado o
resultado em delta entre o teste maximo realizado no final e antes do periodo de
treinamento dos ratos treinados (n=38) e sedentarios (n=38). Os animais treinados
melhoraram sua capacidade fisica, apresentando um delta de 315,3 + 24,9seg, sendo
esse aumento significativo quando comparado ao grupo sedentario, que teve sua

capacidade fisica reduzida apos dois meses com delta de -140,5 + 24,5seg.
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Figura 3: Delta da capacidade fisica maxima, comparando os valores apdés e antes do periodo de
treinamento fisico dos ratos sedentarios (n=38) e treinados (n=38). Significancia: + vs sedentérios;
p<0,05.

Com relacdo ao peso corporal dos animais, a Figura 4 mostra o delta do peso
corporal antes e ao final das oito semanas de treinamento fisico, tanto dos animais
sedentérios (n=38) como dos animais treinados (n=38). Observa-se que ambos 0s
grupos (sedentérios e treinados) aumentaram seu peso corporal durante esse periodo (+
156,4 + 53gramas e +136,3 + 5,4gramas, para sedentdrios e treinados,
respectivamente). Contudo, os animais treinados apresentaram um aumento de peso

significativamente menor que o grupo sedentario.
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Figura 4: Delta do peso corporal durante o periodo de treinamento fisico na esteira nos animais
sedentarios (n=38) e treinados (n=38). SignificAncia: + vs sedentario; p<0,05.

J& na Figura 5, observa-se o delta do peso corporal dos animais nos grupos:
sedentério controle (SC, n=18), sedentario DEX (SD, n=20), treinado controle (TC,
n=19) e treinado DEX (TD, n=19) ao final do periodo de tratamento. Pode-se observar
gue os animais controles, tanto sedentarios (SC) como treinados (TC), apresentaram
aumento do peso corporal durante o periodo de tratamento (+ 21,9 £ 4,2gramas e + 23,5
+ 1,8gramas, para SC e TC, respectivamente), enquanto que 0s animais tratados com
DEX, independente do treinamento fisico, obtiveram reducdo significativa do peso
corporal ao final do tratamento (SD -29,2 + 3,5gramas e TD -25,8 + 3,3gramas).
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Figura 5: Delta do peso corporal durante o periodo de tratamento com dexametasonanos grupos:
sedentario controle (n=18), sedentario dexametasona (n=20), treinado controle (n=19) e treinado
dexametasona (n=19). Significancia: * vs controle; p<0,05.
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Analises hemodinamicas

Os resultados de PA direta podem ser observados na Figura 6 para PAS,
pressdo arterial diastélica (PAD) e pressdo arterial média (PAM), respectivamente.
Pode-se observar que o tratamento cronico com DEX aumentou significativamente a
PAS no grupo SD (140 + 2,4AmmHg vs 124 + 2,3mmHg, vs SC)(Painel A), a PAD (121
+ 2,6mmHg vs 108 + 2,4mmHg, para SD vs SC)(Painel B), como também a PAM no
grupo SD (127 + 2,3mmHg vs 113 £ 2,1mmHg, vs SC)(Painel C).

Por outro lado, o treinamento fisico foi eficaz em atenuar o aumento da PAS,
como observado no grupo TD, quando comparado aos animais SD (140 = 2,4mmHg vs
131 + 2,2 mmHg, para SD vs TD, respectivamente). Apesar desta atenuacdo, os valores
de PAS nédo foram normalizados quando comparados aos animais controle (131 + 2,2
mmHgvs 124 + 3,0mmHg, vs TC, Figura 6)(Painel A).
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Figura 6: Valores de presséo arterial sistolica (Painel A), diastdlica (Painel B) e média (Painel C) dos
grupos sedentarios controle (SC, n=11), sedentario dexametasona (SD, n=10), treinado controle (TC,
n=11) e treinado dexametasona (TD, n=9). Significancia: * vs controle, + vs sedentario; p<0,05.
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Além da PA, também foi analisada a FC dos animais. Na Figura 7 podemos

observar que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos.

500+
g O3 SC (n=12)
T 400- —— 3 SD (n=12)
S = 300 B TC (n=13)
£8 TD (n=12)
5 200+
S 100-
T
0-

Figura 7: Valores de frequéncia cardiaca dos grupos sedentarios controle (SC, n=12), sedentario
dexametasona (SD, n=12), treinado controle (TC, n=13) e treinado dexametasona (TD, n=12).
Significancia: p<0,05.

Apbs realizar a eutanasia dos animais, os muasculos TA, FHL, SOL, coracdo,
ventriculo esquerdo (VE) e a glandula adrenal foram removidos e pesados.
Posteriormente, o peso desses musculos foi normalizado pelo tamanho da tibia.
Observa-se na Tabela 1 que o tratamento com a DEX ndo acarretou alteracdes no peso
muscular do SOL, FHL, coracdo e VE. Entretanto, pode-se observar que o tratamento
com DEX provocou reducdo significativa da massa muscular do musculo TA tanto no
grupo SD, comparado ao grupo SC, como no grupo TD, comparado ao grupo TC
(Tabela 1).

Em relacdo ao peso da glandula adrenal, o tratamento com DEX determinou
reducdo significativa do peso dessa glandula tanto no grupo sedentario como no grupo
treinado tratados com DEX (Tabela 1).
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Tabela 1: Comparacédo dos valores de massa muscular e glandula adrenal
normalizados pela tibia entre os grupos SC, SD, TC e TD.

sC SD TC D

Tibia(cm) 42004  40%002  41%003 40003
TA/Tibia 1764+50  1618+30%  1738%31  1624+31*
(mg/cm)

Ehiibia 120,4 + 4,3 112,4+4,8 117,94 25 107,3% 2,5
(mg/cm)
SOL/Tibia 39.0+2.0 36,2 + 2.0 38,3+1,8 36,8+1,7
(mg/cm)
CoragaolTibla 5751453 263564 2578478  253,9450

(mg/cm)

VEADE je56i62 182846  1811%63 177,337
(mg/cm)

G.A./T|b|a 16,7 + 1,0 10'2 + 0'4* 16,0 + 1’4 10’2 + 0’6*
(mg/cm)

Musculo tibial anterior (TA), masculo flexor longo do halux (FHL), masculo séleo (SOL), Ventriculo
Esquerdo (VE) e Glandula Adrenal (G.A.). Significancia: * vs controle; p<0,05.

Anadlise do balango autonémico

Para investigar melhor os possiveis mecanismos que poderiam estar auxiliando
no aumento de PA acarretado pelo tratamento cronico com DEX, foi realizada a analise
do balanco autondmico para o coracdo e da atividade simpatica para 0s vasos, pela
técnica de andlise espectral.

Na Figura 8 podemos observar que o tratamento com a DEX provocou
aumento nas ondas BF (26,5 + 4,3 nu vs 16,7 £ 2,7 nu, SD vs SC)(Painel A) e na razéo
entre as ondas de BF/AF no grupo SD (0,4 £ 0,09 vs 0,2 + 0,04, SD vs SC)(Painel C),
bem como promoveu uma reducdo das ondas de AF no grupo SD (73,2 + 4,4nu vs 83,2
+ 2,7 nu, SD vs SC)(Painel C). O treinamento fisico aerdbio, por sua vez, foi capaz de
atenuar todas as alteracdes determinadas pela DEX (Figura 8, Paineis A, B e C). O
painel D da Figura 8 ilustra que o tratamento com DEX induziu aumento das ondas de
BF (5,94 + 1,16 mmHg? vs 3,06 + 1,03 mmHg?, SD vs SC), contudo essa alteracao

também foi atenuada pelo treinamento fisico(Painel D).
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Figura 8: Valores das ondas de Baixa frequéncia (Painel A), Alta frequéncia (Painel B), Baixa
frequéncia/Alta frequéncia (Painel C) para o coragdo e valores das ondas de Baixa frequéncia (Painel D)
para 0s vasos dos grupos sedentarios controle (SC, n=7), sedentario dexametasona (SD, n=8), treinado
controle (TC, n=7) e treinado dexametasona (TD, n=10). Significancia: * vs controle; p<0,05.

Anélises morfométricas

Os cortes transversais dos tecidos analisados (TA e SOL) foram corados com
HE e submetidos a microscopia de luz para analise da area de seccdo transversa das
fibras musculares, bem como a razdo capilar/fibra e razdo parede/luz das arteriolas
presentes na musculatura esquelética.

Imagens da microcirculacdo dos musculos TA e SOL, representativas de um
rato de cada grupo estdo ilustradas, respectivamente, nas Figuras 9 e 10. As imagens
sugerem que o tratamento com a DEX acarreta na reducdo de vasos (Painel B),
enquanto que o treinamento fisico aerébio parece promover aumento do numero de
vasos, tanto no grupo TC (Painel C) como no grupo TD (Painel D), em ambos os

musculos.
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Figura 9: Imagens de cortes transversais do musculo TA tirados de um animal de cada grupo corados
com hematoxilina-eosina. Representando o0s grupos sedentdrio controle (Painel A), sedentario
dexametasona (Painel B), treinado controle (Painel C) e treinado dexametasona (Painel D). Setas indicam

o0s capilares. Barra 100um.

a 3 \ i N ol O
Figura 10: Imagens de cortes transversais do masculo SOL tirados de um animal de cada grupo corados
com hematoxilina-eosina. Representando 0s grupos sedentario controle (Painel A), sedentario
dexametasona (Painel B), treinado controle (Painel C) e treinado dexametasona (Painel D). Setas indicam
os capilares. Barra 100um.
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A Figura 11 mostra os resultados densitomeétricos resultantes das analises
morfométricas no musculo TA. Pode-se observar no Painel A que houve reducdo da
densidade capilar no grupo SD (739,4 + 57,3 vs 947,4 + 50,6mm? , para SD vs SC),
reducdo essa que foi prevenida pelo treinamento fisico no grupo TD (1080,3 £ 39,2 vs
739,4 + 57,3 mm?, para TD vs SD). Além disso, observa-se que a densidade capilar no
grupo TD foi significativamente maior que no grupo TC (1080,3 + 39,2 vs 897,1 + 43,4
mm?, para TD vs TC).

Além dessas alteracdes na densidade capilar, verifica-se no Painel B (Figura
11), que a razéo capilar fibra também apresentava-se reduzida no grupo SD (0,8 £ 0,01
vs 0,9 + 0,03, para SD vs SC). Essa resposta também foi prevenida pelo treinamento
fisico aerébio no grupo TD (1,0 + 0,03 vs 0,8 + 0,01, para TD vs SD). Além disso,
também foi verificado aumento significativo na razdo capilar fibra no grupo TC (1,0 £
0,03 vs 0,9 £ 0,03, para TC vs SC respectivamente) quando comparado ao seu
respectivo controle.

Quando realizada a correlacdo entre a densidade capilar e a PAM, observou-se
uma correlacdo negativa significativa entre esses dois fatores (Painel C, r = 0,5153).
Entretanto, ndo foi encontrada correlacdo entre a razao capilar fibra e a PAM (r =
0,4153), a PAD e a densidade capilar (r = 0,4441) e a PAD e a razdo capilar fibra (r =
0,1416).

O painel D (Figura 11) mostra os resultados da area de sec¢do transversa do
musculo TA, como podemos observar, houve reducdo significativa no grupo SD
(3003,5 + 108,3um?2 vs 3264,0 + 81,61, SD vs SC), como também reducdo significativa
no grupo TD (2963,1% 59,1 vs 3402,7 = 85,5um?, TD vs TC) quando comparados aos

seus respectivos controles sendentarios.
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Figura 11: Valores da densidade capilar (Painel A), razdo capilar fibra (Painel B), correlagdo entre a
densidade capilar e a PAM (Painel C) e area de secgdo transversa (Painel D) no musculo TA dos grupos
sedentarios controle (SC, n=7), sedentario dexametasona (SD, n=8), treinado controle (TC, n=7) e
treinado dexametasona (TD, n=8). Significancia: * vs controle, + vs sedentario; p<0,05.

Ja, com relacdo ao didmetro externo, diametro interno, espessura e razao
parede luz das arteriolas do musculo TA, ndo foram encontradas nenhuma diferenga

significativa entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2: Comparacdo dos valores de diametro externo, diametro interno,
espessura e razdo parede luz das arteriolas entre os grupos SC, SD, TC e TD do
musculo TA

Diametro 2514+50  212%21 19,1427 21,022
Externo (um)

Diametro 84+13 81+0,38 79+172 7807
Interno (um)
Espessura (1m) 83+19 6,5£0,7 5508 25 E0E
Raza&f’zarede 09+0,1 0,8 +0,09 0,7+0,08 0,8+0,08

Mdsculo tibial anterior (TA).

A Figura 12 mostra 0s resultados densitométricos resultantes das andlises
morfometricas no musculo SOL. No Painel A pode-se observar que o tratamento com a
DEX provocou reducéo significativa na densidade capilar no grupo SD (776,0 £ 47,1 vs
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1047,7 £ 72,9 mm?, para SD vs SC) e que o treinamento fisico aerébio foi capaz de
prevenir essa alteracdo no grupo TD (1120,9 £ 34,7 mm?2 vs 776,0 = 47,1 mm?, TD vs
SD).

Assim como observado no TA, o tratamento com DEX também acarretou
reducdo significativa da razdo capilar fibra no grupo SD (Painel B) (0,7 £ 0,02 vs 0,9
0,03, para SD vs SC), efeito este que o treinamento fisico aerébio também foi eficiente
em prevenir no grupo TD (1,0 £ 0,01 vs 0,7 £ 0,02, para TD vs SD)(Painel B). Além
disso, verificou-se aumento significativo da razao capilar fibra no grupo TC, quando
comparado ao seu controle sedentario (1,0 = 0,01 vs 0,9 + 0,03, para TC vs SC)(Painel
B).

No musculo SOL, verificou-se correlacdo negativa significativa entre a
densidade capilar e a PAM (Painel C, r = 0,5219), razdo capilar fibra e a PAM (r
0,5715), densidade capilar e PAD (r = 0,4724) e razdo capilar fibra e a PAD (r
0,5099). Ainda, foi verificada a area de seccdo transversa das fibras do masculo SOL e

ndo houve diferencga significativa entre os grupos (Figura 12, Painel D).
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Figura 12: Valores da densidade capilar (Painel A), razdo capilar fibra (Painel B), correlacdo entre a
densidade capilar e a PAM (Painel C) e area de seccdo transversa (Painel D) no masculo SOL dos grupos
sedentarios controle (SC, n=7), sedentario dexametasona (SD, n=9), treinado controle (TC, n=9) e
treinado dexametasona (TD, n=8). Significancia: * vs controle, + vs sedentério; p<0,05.
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A Tabela 3 mostra o diametro externo, diametro interno, espessura e razao
parede luz das arteriolas do muasculo SOL. Como podemos observar, houve redugdo
significativa da raz&o parede luz no grupo TC (0,7 £ 0,05 vs 1,1 + 0,08, TC vs SC).

Enquanto que nos outros parametros ndo foram encontradas diferencas significativas.

Tabela 3: Comparacdo dos valores de diametro externo, diametro interno,
espessura e razao parede luz das arteriolas entre os grupos SC, SD, TC e TD do
musculo SOL

sC SD TC D
SlElmeiie 23,8 +2,9 255 + 2,6 27,9+2,1 24,2 +2,4
Externo (um)
Diametro 82+17 8,7 +1,03 11,3%0,7 88+05
Interno (um)
Espessura (1m) 7,8+0,7 8,4+1,07 83+08 OB L0
RazaEuPZarede 11+ 0,08 11+01 0,7 £ 0,05+ 09+0,1

Musculo séleo (SOL). Significancia: + vs sedentério; p<0,05.

Anédlise das espécies reativas de oxigénio

Na tentativa de investigar outros possiveis mecanismos que poderiam estar
envolvidos com o aumento da pressdo arterial provocada pelo tratamento com a DEX
realizamos, por meio da técnica de citometria de fluxo, a quantificacdo das espécies
reativas de oxigénio nas células endoteliais da aorta.

Na Figura 13 podemos observar que ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Figura 13: Valores da intensidade ao DHE dos grupos sedentarios controle (SC, n=7), sedentario
dexametasona (SD, n=7), treinado controle (TC, n=7) e treinado dexametasona (TD, n=7). Significancia:
p<0,05.

Analises de expressdo génica e producado proteica

Com o intuito de verificar se a atrofia muscular promovida pela DEX poderia
estar envolvida com o estresse oxidativo, foi realizada a analise da expressdo génica e
producdo protéica de agentes antioxidantes e pro oxidantes nos masculos TA e SOL.

A Figura 14 ilustra os resultados de expressdo génica de componentes tanto
antioxidativos como oxidativos no musculo TA. Pode-se observar que o tratamento com
DEX provocou aumento da enzima antioxidante SOD-2 no grupo SD quando
comparado ao grupo SC (2,2 + 0,14 vs 1,0 £ 0,06, SD vs SC, Painel B). Ja o TF
promoveu aumento significativo da SOD-2 no grupo TC quando comparado ao seu
respectivo controle (1,6 = 0,11 vs 1,0 = 0,06, TC vs SC). Os animais treinados que
foram tratados com DEX apresentaram reducdo da enzima SOD-2 no grupo TD
compara ao grupo SD (1,6 £ 0,15 vs 2,24 + 0,14, TD vs SD, Painel B), bem como
reducdo na SOD-1 no grupo TD, quando comparado ao seu controle (0,9 +0,03 vs 1,04
+ 0,04, TD vs TC, Painel A). N&o foram observadas diferencas significativas na enzima
catalase (Painel C) e nas subunidades do complexo enzimatico NADPH oxidase
gp91phox (Painel D) e p47phox (Painel E).
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Figura 14: mRNA da SOD-1 (Painel A), SOD-2 (Painel B), CAT (Painel C), gp91phox (Painel D) e
p47phox (Painel E) normalizado por GAPDH no musculo TA dos grupos sedentarios controle (SC),
sedentério dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD). O nlmero de ratos
usados para a expressdo génica foi de 9 a 16 por grupo. Significancia: * vs controle, + vs sedentario;
p<0,05.

A Figura 15 mostra os resultados da expressdo génica no musculo SOL dos
mesmos alvos investigados no musculo TA. A DEX provocou aumento significativo na
catalase no grupo SD (2,6 + 0,25 vs 1,0 £ 0,3, SD vs SC, Painel C). Os animais somente
treinados apresentaram aumento na expressdo génica da SOD-2 (4,0 + 0,61 vs 0,9 £
0,08, TC vs SC) e gp91phox (2,0£0,2vs 1,1 £0,1, TC vs SC, Painel D),

Ja o TF foi capaz de prevenir o aumento da catalase nos animais tratados (1,4
+ 0,2 vs 2,6 £ 0,25, TD vs SD, Painel C). Além disso, o TF nos animais tratados
determinou aumento de SOD-2 (2,7 £ 0,7 vs 1,2 + 0,1, TD vs SD, Painel B), de
gp91phox (3,1 £ 0,3vs 1,1 £ 0,1, TD vs SD, Painel D) e de p47 phox (2,6 £0,3vs 1,6 +
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0,2, TD vs SD, Painel E). Pode-se notar que o aumento de gp9lphox no TD foi
significativamente maior que o aumento observado no grupo TC (3,1 £ 0,3 mRNA vs
2,0 £ 0,2 mRNA, TD vs TC, Painel D). N&o foi encontrada diferenca significativa na
SOD-1 (Painel A).
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Figura 15: mRNA da SOD-1 (Painel A), SOD-2 (Painel B), CAT (Painel C), gp91phox (Painel D) e
p47phox (Painel E) normalizado por GAPDH no musculo SOL dos grupos sedentérios controle (SC),
sedentério dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD). O nlmero de ratos
usados para a expressdo génica foi de 9 a 17 por grupo. SignificAncia: * vs controle, + vs sedentario;
p<0,05.

Os resultados da producéo proteica desses mesmos alvos para 0s musculos TA
e SOL encontram-se nas Figuras 16 e 17. No musculo TA (Figura 16), observamos que
o0 tratamento com DEX promoveu aumento significativo da SOD-2 no grupo SD (138,8
+ 7,8% vs 98,0 £ 6,3%, SD vs SC, Painel B). Enquanto que o TF, além de provocar

aumento da SOD-2, no grupo TC, quando comparado a seu respectivo controle



50

sendentario (134,7 + 9,5% vs 98,0 = 6,3%, TC vs SC)(Painel B), também acarretou no
aumento da catalase, tanto no grupo TC (118,5 + 3,8% vs 98,2 = 3,7%, TC vs
SC)(Painel C), como no grupo TD (125,7 £ 6,2% vs 103,4 = 7,7%, TD vs SD, Painel C)
quando comparados aos seus respectivos controles sendentarios. Nao foi verificada
diferenca significativa nas proteinas SOD-1, gp91phox e p47phox (Painel A, D e E,

respectivamente).
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Figura 16: Valores das analises quantitativas da produgdo das proteinas SOD-1 (Painel A), SOD-2
(Painel B), CAT (Painel C), gp91phox (Painel D) e p47phox (Painel E) normalizado por GAPDH no
musculo TA dos grupos sedentarios controle (SC), sedentario dexametasona (SD), treinado controle (TC)
e treinado dexametasona (TD). O nimero de ratos usados para a producdo proteica foi de 5 a 10 por
grupo e os resultados sdo expressos como % do grupo controle (SC). Significancia: * vs controle, + vs
sedentario; p<0,05.
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Os resultados de producéo proteica no musculo SOL podem ser observados na
Figura 17. O TF provocou aumento significativo da producdo proteica tanto da SOD-2
no grupo TC (115,4 £ 6,0% vs 100,0 + 2,7%, TC vs SC) e no grupo TD (119,3 £ 5,5%
vs 100,7 £ 4,7%, TD vs SD, Painel B), como da catalase no grupo TC (118,2 £ 6,5 vs
100,1 + 2,0, TC vs SC) e no grupo TD (118,6 + 6,8% vs 102,5 + 3,6%, TD vs SD,
Painel C) quando comparados aos seus controles sendentarios. N&o foram verificadas
diferencas significativas na producéo proteica da SOD-1 (Painel A), gp91phox (Painel
D) e na p47phox (Painel E).
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Figura 17: Valores das analises quantitativas da producdo das proteinas SOD-1 (Painel A), SOD-2
(Painel B), CAT (Painel C), gp9lphox (Painel D) e p47phox (Painel E) normalizado por GAPDH no
musculo SOL dos grupos sedentarios controle (SC), sedentdrio dexametasona (SD), treinado controle
(TC) e treinado dexametasona (TD). O nimero de ratos usados para a producéo proteica foi de 6 a 10 por
grupo e os resultados séo expressos como % do grupo controle (SC). Significancia: * vs controle, + vs
sedentario; p<0,05.

5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelam que o tratamento crénico com a DEX
promoveu aumento da PA, atrofia muscular e desbalango autondmico para o coracéo,

acompanhado de aumento de atividade nervosa simpatica para os vasos da periferia e
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rarefacdo na microcirculacdo. Por outro lado, o TF aerdbio, realizado previa e
simultaneamente ao tratamento com DEX, foi eficaz em atenuar o aumento da PA,
melhorar o balango autondmico e atenuar a rarefacao.

A DEX é um farmaco utilizado amplamente na clinica para diversos fins,
dentre eles, como anti-inflamatério, antialérgico, no tratamento de asma, febre
reumatica, doencas auto-imunes, além de ser utilizado também como antiemético
(CARDOSO et al., 2013; MARDANI; BIGDELIAN, 2013; REBEYROL et al., 2012).

Contudo, além de seus efeitos benéficos, seu uso cronico pode acarretar efeitos
deletérios como o aumento da PA, reducdo do peso corporal, atrofia muscular,
alteracbes no metabolismo de lipidios e glicose, resisténcia a insulina, hiperglicemia,
hiperinsulinemia (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; DODIC et al., 1999;
GIOZZET et al., 2008; MACEDO et al., 2014; MONDO et al., 2006; RAFACHO et
al., 2007; SCHNEITER; TAPPY, 1998; WEINSTEIN et al., 1998).

Os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento com DEX por
14 dias (50ug/kg por dia) determinou aumento tanto da PAS (+12,5%) como da PAD
(+11,9%) e PAM (+12,1%) dos animais sedentarios tratados. Efeito este, ja evidenciado
em diversos estudos, tanto em humanos como em animais com diferentes dosagens,
periodos e formas de aplicacdo da DEX (BAREL et al., 2010; ONG et al., 2013; ROY
et al., 2009; SUZUKI et al., 1982), inclusive em estudo anterior de nosso laboratério
que utilizou o tratamento com DEX por 10 dias na dose de 1000ug/kg
(CONSTANTINO, 2014).

Um dos principais objetivos do presente estudo foi investigar se o TF aerobio,
realizado previa e concomitantemente ao tratamento com a DEX, poderia
atenuar/prevenir o aumento da PA induzido pela droga. Pode-se observar que o TF
promoveu uma atenuacdo do aumento da PA induzida pelo farmaco, haja vista que o
grupo TD apresentou diminuigdo significativa da PAS (-5,8%), PAD (-12,4%) e PAM (-
10,0%) em comparagdo com o grupo SD. Estes resultados confirmam a eficacia do TF
aerobio em esteira, ja evidenciada anteriormente, em atenuar/prevenir o aumento da PA
em outros modelos de hipertensdo (MASSON et al., 2014; ROQUE et al., 2013). No
entanto, até o presente momento, quase nada se sabia sobre os efeitos do TF na
hipertensao induzida por DEX. Este resultado refor¢a a indicagdo feita pelas grandes
Sociedades de Hipertensao, nacionais e internacionais de que o TF aerébio de
baixa/moderada intensidade deve ser utilizado como tratamento coadjuvante para

hipertensao arterial (MANCIA et al., 2013; PESCATELLO et al., 2004).
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Diversos sdo os mecanismos citados como envolvidos na HA induzida por
DEX, entretanto, o exato mecanismo responsavel por esse efeito deletério permanece
inconclusivo. Tem sido sugerido que o sistema nervoso central possa estar contribuindo
diretamente com a HA induzida pela DEX, uma vez que, injecdes bilaterais de DEX no
NTS localizado no bulbo (WANG et al., 2005) ou mesmo injecdo de corticosterona na
parte dorsal do cérebro (SCHEUER et al., 2004) promoveram o aumento da PA e da
FC. Da mesma forma, tem sido demonstrado que injecbes concomitantes de DEX e de
um antagonista do receptor de glicocorticoide no NTS previnem o aumento da PA
(WANG et al., 2005).

Outras evidéncias periféricas sugerem a participacdo do sistema nervoso
autdbnomo (SNA) no desenvolvimento da HA apos tratamento com DEX. Dentre elas
pode-se citar o aumento dos receptores adrenérgicos alB em células do musculo liso
(SAKAUE; HOFFMAN, 1991), bem como aumento de noradrenalina plasmatica
(KUMAI et al., 2000) e da concentragédo de adrenalina (KUMAI et al., 2000; SILVAN
etal., 2007; WATANABE et al., 1995) apds tratamento com DEX.

A HA resultante da exposicdo a glicocorticdides no periodo pré natal parece
acontecer tanto em ovelhas (DODIC et al., 1998; DODIC et al., 1999; DODIC et al.,
2001) como em ratos (ORTIZ et al., 2003) e tem sido explicada como consequéncia de
alteracGes no sistema nervoso central. Nesse modelo de hipertensdo, o mecanismo
envolvido € mais bem estudado e inclui alteracdes na sensibilidade do barorreflexo
(DODIC et al.,, 1999; SEGAR et al.,, 2006), alteracBes essas que parecem estar
associadas ao SRA cerebral (DODIC et al., 2002). Em adigdo, alguns autores sugerem
que a exposicdo a glicocorticdides no periodo pré natal, além de alteracdes no
barorreflexo, também provoca o aumento do débito cardiaco e da concentracdo de
colageno no ventriculo esquerdo, o que pode contribuir para a diminuicdo da funcédo
cardiaca (DODIC et al., 1999; DODIC et al., 2001).

Entretanto, apesar dos diversos estudos indicando a correlagcéo entre o aumento
da PA induzida pela DEX e altera¢cdes no sistema nervoso, o efeito no SNA, logo apds
um tratamento crénico com DEX em animais adultos, ainda ndo havia sido investigado.

No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez que, ratos tratados com
DEX apresentaram concomitantemente ao aumento da PA, tanto aumento das ondas de
BF (+58,5%) como diminuicdo das ondas de AF (-12,0%), o que representa,
respectivamente, aumento da modulagdo simpatica e diminuicdo da modulagdo

parassimpatica para o coracdo. Ainda, foi verificado aumento significativo da razdo
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BF/AF (+100%), sugerindo uma disfuncdo autondmica para o coracdo, apesar da FC
ndo ter sido alterada. Essas alteracGes, j& foram evidenciadas em outros modelos de
hipertensdo, especialmente em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (DIAS et al.,
2010; MANCIA; GRASSI, 2014; MANCIA et al., 1999). Como mostrado no trabalho
de Masson et al. (2014), no qual os SHR apresentaram diminuicdo da atividade nervosa
parassimpatica para o coragdo quando comparados a ratos normotensos.

Além das alteracfes do SNA para o coragdo, nesse presente estudo, também foi
demonstrado um aumento da modulacéo simpatica para 0s vasos, 0 que € representado
pelas ondas de BF na variabilidade da PAS (+96,6%). Esta resposta possivelmente pode
contribuir para um aumento da resisténcia vascular periférica (ONG et al., 2009), haja
vista que alguns estudos ja mostraram que o tratamento com a DEX pode acarretar em
aumento da resisténcia vascular tanto em ratos (GARDINER et al., 1996), em ovelhas
(FLETCHER et al., 2002) como em humanos (PIRPIRIS et al., 1992). Estes dados sao
concordantes com os achados de Masson et al. (2014), que observaram aumento da
atividade simpatica para os vasos em SHR.

Tanto as alteragdes encontradas para 0 cora¢do como para 0s vasos podem ser
possivelmente explicadas pela presenca de receptores de glicocorticGides em
importantes areas do controle cardiovascular (SCHEUER et al., 2004).

Por outro lado, ao analisar a influéncia do TF aerdbio no SNA de ratos tratados
com DEX, pode-se observar que o TF foi extremamente efetivo em atenuar todas as
alteracdes induzidas pela DEX, melhorando assim a balan¢o autonémico para o coragdo
e a atividade simpaética para 0s vasos. Estes resultados inéditos podem sugerir que 0
SNA seja um dos possiveis mecanismos pelo qual o TF aer6bio possibilitou a atenuagao
do aumento da PA induzida pela DEX. Efeito benéfico do TF sobre o SNA que ja foi
evidenciado anteriormente, no entanto, em outros modelos de hipertensdo (MASSON et
al., 2014) ou de diabetes (HARTHMANN et al., 2007; MOSTARDA et al., 2014).

Esse efeito em modular o SNA desajustado estd associado a uma adaptagéo
crénica do TF. Durante as contracBes musculares, na sessao de exercicio, ocorre um
ajuste agudo do TF, denominado de reflexo pressor do exercicio. Tanto
mecanorreceptores como metaborreceptores, localizados nos musculos esqueléticos, sdo
ativados enviando sinais aferentes para o centro de comando central da PA, com o
intuito de modular a regulagdo rapida da PA, fazendo com que o set point do
barorreflexo seja alterado, possibilitando o aumento da FC e da PA para que a demanda

metabdlica necessaria para a realizacdo do exercicio seja atingida e assim que 0 mesmo
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possa ser executado (GALLAGHER et al., 2001; KAUFMAN, 2012; MICHELINI et
al., 2015). Ja, quando o SNA encontra-se alterado devido a patologias como a HA
(MASSON et al., 2014), esse reflexo pressor do exercicio também mostra-se afetado,
podendo auxiliar no aumento da PA (SMITH et al., 2015). Além disso, a hipertensao
determina reducdo da sensibilidade baroreflexa (BRUM et al., 2000). Tem sido
demonstrado que a ativacdo regular desse mecanismo, ou seja, a realizacdo de um
programa de TF, é capaz de promover adaptacGes cronicas que reajustam o reflexo
pressor do exercicio (MIZUNO et al., 2015) e auxiliam na regulacdo das alteragdes no
comando central da PA.

Além do sistema nervoso central, as alteragBes estruturais na microcirculagdo
da musculatura esquelética, que contribuem para o aumento da resisténcia vascular
periférica, também sdo sugeridas como possiveis mecanismos associados com 0
aumento da PA induzida pela DEX. Em outros tipos de HA, tem sido observado
aumento da razdo parede-luz das arteriolas localizadas na musculatura periférica
(AMARAL et al., 2000; MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003) e/ou rarefacdo na
microcirculacdo (AMARAL et al., 2001; AMARAL et al., 2000; COIMBRA et al.,
2008; FERNANDES et al., 2012; MELO et al., 2003), no entanto, pouco se sabe sobre
suas influéncias em animais tratados com DEX.

Em relacdo a rarefacdo, ja foi evidenciada reducdo no nimero de vasos tanto in
vitro como in vivo no tratamento/exposicdo a DEX (BRAUN et al., 2015; MIRABELLI
etal.,, 2014; NAKAO et al., 2012; VOGT; SCHMID-SCHONBEIN, 2001), entretanto,
ndo especificamente na musculatura esquelética.

No presente estudo observou-se que, tanto no musculo TA como no musculo
SOL de animais tratados com DEX, houve reducao significativa da densidade capilar (-
21,9% no TA, -25,9% no SOL) e da razdo capilar fibra (-11,1% no TA, -22,2% no
SOL).

Vale a pena ressaltar que essa alteragdo na microcirculacdo da musculatura
esquelética pode ocorrer pela reducdo de fatores angiogénicos (BAREL et al., 2010;
MIRABELLI et al., 2014) e/ou aumento de fatores apoptéticos (BRAUN et al., 2014,
JESUS et al., 2015).

A razdo parede/luz das arteriolas da musculatura esquelética tem sido sugerida
como um grande preditor de aumento de resisténcia vascular periférica e, portanto, dos
aumentos de presséo arterial em outros tipos de HA (AMARAL et al., 2000; MELO et

al., 2003). No entanto, o efeito da DEX sobre a estrutura das arteriolas da musculatura
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esquelética permanecia desconhecido. Sendo assim, esse foi o primeiro trabalho a
mostrar que o aumento da PA induzida por DEX ndo estd associado as alteragdes
significativas da razdo parede/luz, bem como, do didmetro externo, interno ou na
espessura das arteriolas localizadas na musculatura esquelética. Talvez o tempo e/ou a
dose utilizada de DEX, no presente estudo, ndo tenham sido suficientes para determinar
alteracOes estruturais nas arteriolas, contudo, pode ser que alteragdes funcionais estejam
relacionadas, uma vez que animais tratados com DEX ou SHR parecem apresentar
alteracdes na reatividade vascular (HERRERA et al., 2010; VELLA et al., 2015). A
reatividade vascular ndo foi verificada neste presente estudo, no entanto, a partir dos
resultados de atividade nervosa simpatica para os vasos, pode-se hipotetizar que a
reatividade dos vasos esteja alterada e, associada a rarefacdo, pode contribuir para o
aumento da PA nestes animais.

Apesar de ndo haver qualquer alteracdo na razdo parede-luz das arteriolas da
musculatura esquelética neste presente estudo, pode-se observar uma correlacdo
negativa e significativa entre a densidade capilar e a PAM no masculo TA, como
também correlagdes significativas entre a densidade capilar ou mesmo a razdo capilar
fibra e a PAM ou PAD no musculo SOL, sugerindo que essa resposta possa contribuir
para 0 aumento da PA induzido pelo tratamento com DEX.

Ao analisar os efeitos do TF na microcirculacdo, observa-se que o TF aerébio
foi eficiente em aumentar significativamente a razdo capilar-fibra dos grupos controle
em ambos os musculos. Além disso, os animais treinados que receberam a DEX ndo
apresentaram reducdo da densidade capilar nem da razéo capilar fibora em ambos os
masculos. Estes efeitos do TF ja foram verificados em outro modelo de HA apds
treinamento aerébio na esteira ou natacdo (AMARAL; MICHELINI, 2011,
FERNANDES et al., 2012), mas ndo tinham sido demonstrados em HA induzida pela
DEX. Esta resposta esta associada aos estimulos regulares das sesses de exercicio, nos
quais tanto a reducdo da pressdo parcial de oxigénio, como o aumento do estresse de
cisalhamento (shear stress) que pode ocorrer durante 0 aumento de fluxo sanguineo,
fazem com que as células endoteliais aumentem a expressdo do VEGF, proporcionando
0s ajustes cronicos do organismo de prevencdo da rarefacdo e de angiogénese
(AMARAL et al., 2001; AMARAL et al., 2008; AMARAL et al., 2000;
FERNANDES et al., 2012). Dados recentes do laboratorio (HERRERA et al, em

revisdo e JESUS et al., 2015) demonstraram pela primeira vez que o TF melhora a
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microcirculacdo na musculatura esquelética por evitar o desbalan¢o que ocorre entre
fatores anti e pro-apoptéticos induzidos pela DEX.

Apesar desses efeitos benéficos do TF nos capilares, pode-se observar que o
TF ndo promoveu alteracdo morfometrica na razéo parede-luz de arteriolas localizadas
no mauasculo esquelético de animais dos grupos treinados e tratados com DEX,
constatando assim que o TF aerdbio somente possui influéncia na razdo parede-luz de
arteriolas que apresentam alguma alteracdo em sua estrutura, como pode ser observado
em outros estudos (AMARAL; MICHELINI, 2011).

Mais recentemente, o estresse oxidativo também vem sendo considerado um
possivel mecanismos associados com o0 aumento da PA induzida pela DEX (MONDO et
al., 2006; ONG; WHITWORTH, 2011; ROGHAIR et al., 2008). Esta associa¢do vem
sendo evidenciada pelo aumento da quantidade de EROs (MONDO et al., 2006; ONG
et al., 2013) e pela prevencdo da HA quando o tratamento com DEX é acompanhado de
suplementacdo com substancias antioxidantes, tais como tempol, &cido félico,
atorvastatina e acido alfa-lipéico (MIAO et al., 2007; MONDO et al., 2006; ONG et
al., 2013; ZHANG et al., 2004).

Neste presente estudo, o0 estresse oxidativo também foi avaliado, no entanto,
ndo foi possivel encontrar nenhuma diferenga significativa entre os grupos. A avaliacdo
do estresse oxidativo foi realizada pela quantidade de EROs nas células endoteliais da
aorta, por meio da citometria de fluxo, e pode ser que este método ndo tenha sido o0 mais
adequado. Assim, outros estudos futuros sdo necessarios para confirmar ou refutar este
resultado. Talvez o tempo, a dose e/ou forma de aplicacdo utilizada no tratamento com
DEX ou mesmo o local e/ou forma de avaliagdo do estresse oxidativo possam ser
parametros para explicar a ndo influéncia do estresse oxidativo encontrada nesse estudo,
haja vista que existe grande diversidade desses fatores nos estudos e que diferentes
estimulos podem gerar a ativacdo de variados mecanismos fisiol6gicos. Mondo et al.
(2006) utilizaram a concentracdo de 0,01 mg/dia, durante 10 dias, injetado de forma
subcutanea, enquanto que Roghair et al. (2008) realizaram o tratamento durante 48
horas intravenoso na concentragdo de 0,28 mg/dia. J& Miao et al. (2007) e Ong et al.
(2013) utilizaram também a concentragdo de 0,01 mg/dia de forma subcutanea,
entretanto, durante, respectivamente, 13 e 14 dias. Além disso, os estudos podem
apresentar locais de andlise diferentes do presente estudo, como o plasma (MIAO et al.,

2007; ONG et al., 2013) e diferentes formas de analise do estresse oxidativo, como
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através da oxidacdo dos lipideos (F-2 isoprostano)(MIAO et al.,, 2007; ONG et al.,
2013).

Outro efeito deletério bastante citado do tratamento com DEX € a redugdo do
peso corporal (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; KRUG et al., 2015;
MACEDO et al., 2014; MACEDO et al., 2016; MONDO et al., 2006; TONOLO et al.,
1988). No presente estudo observamos que o tratamento com DEX por 14 dias também
acarretou na reducdo do peso corporal dos animais (-29,1g) ap6s o tratamento com
DEX. Assim como observado em trabalhos anteriores, com TF aerdbio continuo em
esteira (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014) ou resistido em escada (KRUG et
al., 2015; MACEDO et al., 2014), o TF neste estudo foi ineficaz em prevenir este efeito
deletério do farmaco, mesmo que este tenha sido administrado em dosagem bem menor
que antes.

Essa reducdo do peso corporal provocada pela DEX pode ser explicada por
dois fatores: uma reducdo da ingestdo alimentar (KRUG et al., 2015; NICASTRO et
al., 2012) que se acredita ser uma resposta inicial uma vez que a partir do primeiro dia
de DEX os animais comem menos, mas a partir do 10 dia, retornam a alimentagédo
normal (KRUG et al., 2015; MACEDO et al, 2014) e uma reducdo do peso muscular
dos animais, que acontece a partir do terceiro dia e dura durante todo o tratamento
(BAREL et al., 2010; GILSON et al., 2007; KRUG et al., 2015; MA et al., 2003;
MACEDO et al., 2014; MACEDO et al., 2016). A ingestdo alimentar nao foi analisada
no presente estudo, entretanto a atrofia muscular foi verificada.

Observou-se uma reducdo significativa na massa muscular do TA nos animais
sedentérios tratados com DEX (-8,2%), enquanto que no musculo SOL ndo foi
encontrada nenhuma diferenca significativa entre os grupos. Estes resultados confirmam
os achados anteriores e podem ser explicados pela maior afinidade da DEX por
masculos que contém fibras brancas, principalmente pela presenca de maiores
quantidades de receptores de glicocorticdides (FALDUTO; CZERWINSKI; HICKSON,
1990; NAVA et al.,, 1996). A atrofia muscular no TA e a auséncia de diferenca
significativa no peso do musculo SOL verificados no presente estudo, ainda foram
confirmadas pela analise de seccdo transversa das fibras (AST) nessas musculaturas,
que se apresentou reduzida somente no TA. O TF aerobio foi ineficaz em reverter a
atrofia muscular no TA, haja vista que o grupo treinado e tratado com DEX também
apresentou reducdo no peso muscular quando comparado ao grupo sedentério e tratado

com DEX (-6,5%). A ineficiéncia do TF aerdbio nesse efeito deletério que também ja
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foi mostrada em estudos anteriores do laboratério que utilizaram 0 mesmo protocolo de
treinamento, contudo, com dose maior de DEX (1000 pg/kg) (BAREL et al, 2010;
DIONISIO et al., 2014). Por outro lado, o TF resistido em escada se mostrou eficaz em
atenuar a atrofia no musculo FHL de ratos tratados com DEX (KRUG et al., 2015;
MACEDO et al., 2014). Da mesma forma, o TF aerobio foi ineficaz em prevenir a
diminuicdo da AST das fibras no TA. O grupo treinado e tratado com DEX também
apresentou reducdo significativa da AST das fibras do masculo TA (-12,9%), apesar de
outro estudo ja ter demonstrado que o TF aerobio, realizado por 8 semanas a 60% da
capacidade fisica maxima, pode ser eficiente em reverter a diminuicdo da AST no
musculo plantar de ratos provocada pela insuficiéncia cardiaca (CUNHA et al., 2012).

A atrofia muscular induzida pela DEX vem sendo associada a um desbalanco
entre as proteinas hipertroficas e atroficas, com predominio das proteinas atroficas
(KRUG et al., 2015; MACEDO et al.,, 2014; MACEDO et al.,, 2016) e um dos
possiveis mecanimos que pode influenciar neste balangco € o estresse oxidativo
(CUNHA et al., 2012; STEINBACHER; ECKL, 2015; SUKHANOV et al., 2011).

Neste sentido foram analisadas as expressGes génicas e producdo proteica de
duas subunidades do complexo enzimatico NADPH oxidase, a gp91phox e a p47phox,
bem como, de trés enzimas antioxidantes, a SOD-1, SOD-2 e a Catalase nos musculos
TA e SOL. Os resultados do PCR em tempo real revelaram que o tratamento com a
DEX ndo acarretou alteragdes na expressao génica das subunidades do complexo
enzimatico (gp91phox e p47phox), bem como da catalase e da SOD-1 no musculo TA.
Entretanto, foi observado aumento da expressdo da SOD-2 nessa musculatura. J& no
musculo SOL, foi observado aumento da Catalase nos animais animais sedentarios.

O treinamento fisico, em animais controles foi eficiente em aumentar a
expressao génica das enzimas anti-oxidantes SOD-2 no TA e SOL, apesar de determinar
também aumento significativo da expressdo génica da subunidade gp91phox no SOL.
Nos animais treinados, que receberam o tratamento com DEX, houve diminui¢do da
SOD-1 no TA e aumento da SOD-2 no TA e no SOL. Ainda, o grupo treinado e tratado
com DEX apresentou aumento das subunidades gp91phox e p47phox no SOL.

A expressdo génica é o estimulo inicial para a formacdo de proteina. Ela é
controlada por estimulos no DNA que ativam a cOpia (momento e intensidade
adequados) (transcricdo génica) e o transporte da informacéo genética através das fitas
de RNA mensageiro (mRNA) para o citoplasma, local onde os ribossomos, a partir do

cddigo que as fitas sdo compostas, fabricam as proteinas (FARAH, 2007). Assim, para
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ter certeza que tanto as subunidades como enzimas antioxidantes foram, ao final do
processo, realmente transcritas em proteinas, realizamos a quantificagdo proteica pela
técnica de Western Blotting.

No musculo TA, observamos que a resposta obtida pela expressao génica das
subunidades gp91phox e p47phox foram mantidas, uma vez que a quantidade de
proteina das subunidades da NADPH oxidase também ndo foi alterada pela DEX. Os
animais sedentarios tratados com DEX apresentaram aumento de SOD-2 no TA. J4, no
musculo SOL, a DEX ndo determinou nenhuma alteracdo na producdo proteica de
nenhum dos fatores analisados. No entanto, o TF determinou aumento da SOD-2 e
catalase, em ambos os musculos, confirmando a efetividade do TF em atuar como anti-
oxidante. Os animais treinados, que receberam tratamento com DEX, apresentaram
capacidade anti-oxidativa aumentada em comparacdo aos sedentarios, também em
ambos os musculos.

Recentemente, alguns estudos vem associando o complexo enzimaético
NADPH oxidase como um dos possiveis responsaveis pela atrofia muscular. Em
camundongos com distrofia muscular, houve aumento tanto da expressdo génica das
subunidades da NADPH oxidase como aumento da producdo de EROs por esse
complexo enzimético (WHITEHEAD et al., 2010). Da mesma forma, a atrofia muscular
provocada pela insuficiéncia cardiaca foi associada ao aumento da expressao génica da
subunidade gp91phox e aumento da atividade da NADPH oxidase no musculo plantar
(BECHARA, 2012). Para confirmar o envolvimento da NADPH oxidase com a atrofia
muscular, estes autores ainda observaram uma atenuacao da atrofia ap6s tratamento com
apocinina (BECHARA, 2012).

No presente estudo, essa fonte de EROs (NADPH oxidase) parece ndo estar
envolvida com a atrofia muscular induzida por DEX, uma vez que, ndo foram
encontradas diferencas significativas na producdo protéica de suas subunidades
(gp91phox e p47phox) no musculo atrofiado (TA), ainda que nédo tenha sido analisada,
no presente estudo, a atividade da NADPH oxidase.

O TF também ndo provocou alteragdo significativa nas subunidades do
complexo enzimatico NADPH oxidase nos musculos esqueléticos TA e SOL. Resposta
essa que ja era esperada, uma vez que, o TF vem se mostrado modulador dessas
subunidades quando elas se encontram alteradas. Bechara (2012) demonstrou uma
atenuacdo do aumento da expressao subunidade gp91phox e da diminuigéo da p47phox

no musculo plantar atrofiado de ratos com insuficiéncia cardiaca, que realizaram TF
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aerobio por 8 semanas. Da mesma forma, Masson et al. (2014) verificaram atenuacdo do
aumento da expressdo génica das subunidade gp9lphox e p47phox no nucleo
paraventricular de SHR que passaram por um periodo de TF em esteira também por 8
semanas. Por outro lado, o estudo de Rush et al. (2002) evidenciou diminui¢do da
subunidade p67phox na aorta de porcas que realizaram TF, sem essa subunidade estar
alterada por algum fator. Portanto, pode-se observar que os resultados ainda séo muito
conflitantes e necessitam de maior estudo para sua elucidagéo.

Ja com relacdo as enzimas antioxidantes, o tratamento com DEX vem
proporcionado resultados conflitantes, principalmente porque os tecidos e técnicas para
se avaliar o estresse oxidativo sdo muito diferentes entre um estudo e outro. Enquanto o
estudo de Turgay et al. (2012) demonstrou que a DEX provoca diminui¢do na atividade
da enzima Catalase no rim de ratos, Safaeian e Zabolian (2014) verificaram aumento da
capacidade antioxidante no plasma, ap0s o tratamento crénico com a DEX. Entretanto,
nenhum desses estudos realizou a analise das enzimas antioxidantes na musculatura
esquelética. Nesse presente estudo observamos que o tratamento com DEX por 14 dias
foi capaz de provocar aumento da producdo proteica da SOD-2 no musculo TA,
enquanto o SOL ndo sofreu qualquer alteracdo em relacdo a DEX. Pode ser que este
aumento de SOD-2 seja uma resposta frente a um possivel aumento de EROs pelo
tratamento com DEX, mas que ndo pode ser detectado pela anélise que realizamos. Em
outro modelo de atrofia, Bechara (2012) observou diminuicdo da atividade da SOD
tanto no masculo SOL como no musculo plantar, ambos atrofiados.

Concordando com nossos resultados, o efeito benéfico do TF na capacidade
antioxidante ja foi demonstrado anteriormente, em estudos com diferentes modelos de
atrofia muscular. Em um modelo de atrofia muscular provocada por insuficiéncia
cardiaca (BECHARA, 2012), o TF determinou atenuacao da diminuicdo da atividade da
SOD associada a atrofia muscular nos musculos plantar e SOL. Rush et al. (2002)
demonstraram aumento da atividade da SOD-1 na aorta de porcas submetidas a um
protocolo de TF e Pereira et al. (1994) observaram aumento na atividade da SOD-2 no
SOL e na atividade da Catalase no gastrocnémico (porgdo branca) de ratos treinados
com natacao.

Tem sido demonstrado que a adaptacdo cronica de aumento da SOD-2 (enzima
SOD com manganés — Mn SOD), presente na mitocondria, parece ser primeiramente
responsavel pelo aumento da atividade da SOD em geral, enquanto que a SOD-1

(enzima SOD com cobre e zinco — Cu Zn SOD), localizada no citoplasma, parece ser
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pouco afetada pelo TF. Além disso, o efeito do TF na atividade da Catalase permanece
inconstante e controverso na literatura (GOMES-CABRERA et al., 2015).

Assim, frente aos resultados relacionados com o TF e as enzimas antioxidantes,
podemos sugerir que possivelmente o TF possa provocar efeitos benéficos nessa
capacidade, entretanto, esse efeito ndo foi suficiente para atenuar/prevenir a atrofia
muscular observada nesse estudo, apés tratamento com DEX. Apesar da analise da
atividade do complexo enzimatico NADPH oxidase néo ter sido realizada, bem como
dos fatores antioxidantes, os resultados do presente estudo sugerem que outro
mecanismo parece estar associado a atrofia muscular induzida pela DEX, principamente

porque o TF aumenta a capacidade antioxidativa, mas ndo previne a atrofia muscular.

6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo revelam que o tratamento crénico com a DEX
promoveu aumento da PA, atrofia muscular e desbalango autondmico para o coracao,
acompanhado de aumento de atividade nervosa simpética para os vasos da periferia e
rarefacdo na microcirculagdo. Por outro lado, o TF aerdbio, realizado previa e
simultaneamente ao tratamento com DEX, foi eficaz em atenuar o aumento da PA,
melhorar o balanco autonémico e atenuar a rarefacdo. Essa resposta de reducdo da HA
proporcionada pelo TF parece estar associada tanto a uma melhora do balanco
autondémico para o coragdo quanto a diminuicdo da atividade nervosa simpética para os
vasos, bem como a uma melhor capilarizacdo na musculatura esquelética.

Além disso, os resultados sugerem gue as alteracfes na producdo e na remogao
das EROs parecem ndo estarem envolvidas com a atrofia muscular provocada pelo
tratamento com a DEX, uma vez que o TF aumentou a capacidade antioxidante, mesmo

na presenca de atrofia muscular.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - FC/UNESP BAURU

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado "Efeitos do treinamento
fisico na hipertensdo e no estresse oxidativo em ratos tratados com
dexametasona”, (processo n° 1436/2014 Vol. 1 - CEUA/FC), sob a
responsabilidade da Prof?. Dr2. SANDRA LIA DO AMARAL CARDOSO,
esta de acordo com a legislagéo (Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008),
com as resolugdes normativas aplicaveis e a luz dos Principios Eticos de
Experimentagédo Animal elaborados pelo CONCEA, tendo sido aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade, em reuniso de
26 de fevereiro de 2015.
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f. Dr. Carlos Alberto Vicentini
Presidente da CEUA



