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RESUMO

A Dexametasona (DEX) é amplamente utilizada no tratamento de inflamacdes e
alergias, porém seu uso cronico determina vérios efeitos colaterais como
hiperglicemia, atrofia muscular e hipertensdo (HA). O sistema renina-angiotensina
(SRA) € um importante regulador da pressao arterial e sua maior atividade pode ser
um dos possiveis mecanismos responsaveis pelo aumento da presséo arterial (PA)
induzida pela DEX. Por outro lado, o exercicio fisico aerébio, de baixa e moderada
intensidade, tem sido recomendado como coadjuvante no tratamento da HA e seus
beneficios sobre as alteracdbes do SRA tém sido demonstrados. Observamos
recentemente que o pré-condicionamento fisico atenua a HA induzida pela DEX, no
entanto pouco se sabe sobre 0S mecanismos responsaveis por esta resposta.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar se o0 SRA patrticipava do aumento da
PA induzido pela DEX e se a reducdo da PA induzida pelo pré-condicionamento
aerbbio estava associada com a alteracdo dos componentes do SRA. Ratos Wistar
foram submetidos a um protocolo de exercicio fisico aerébio na esteira ou mantidos
sedentarios por 8 semanas. Além disso, os animais foram tratados ou ndo com DEX
(1,0 mg/kg de peso corporal, por dia, i.p, por 10 dias) e tratados ou ndo com losartan,
compondo assim 8 grupos, a saber: sedentario controle (SC), sedentario DEX (SD),
treinado controle (TC) e treinado DEX (TD), sedentario losartan (SCL), sedentario DEX
e losartan (SDL), treinado losartan (TCL) e treinado DEX e losartan (TDL). Foram
analisados peso corporal (PC), glicemia de jejum e pressédo arterial de repouso. Apdos
a eutanasia, os musculos tibial anterior (TA), séleo (SOL), flexor longo do halux (FHL)
e ventriculo esquerdo (VE) foram coletados para a avaliagcdo da expressdo génica e
proteica dos componentes do SRA. O tratamento com DEX determinou reducéo do PC
e do peso muscular (PM) do TA e FHL, além de aumento da glicemia de jejum
(+132%) e PA (16%). Os animais tratados com losartan ndo apresentaram atenuacao
do aumento da PA apds tratamento com DEX. O treinamento fisico ndo preveniu a
perda do PC e PM, no entanto atenuou o aumento da glicemia de jejum (60%) e da PA
(7%). No VE observamos que o treinamento aumentou o mRNA de AT1 e ECA que
foram reduzidos no grupo TD e aumentou em 31% (TC) e 47% (TD) os niveis
proteicos do AGT. No musculo TA, a DEX aumentou 0 mRNA em 270% do ATl e
175% do MAS, por outro lado o grupo TD apresentou aumento do mRNA do AT2
(+142%) e do MAS (+78%). A DEX determinou reducéo dos niveis proteicos do AT2 (-
5%) e o treinamento n&o preveniu esta reducdo (-13%, TD). No musculo SOL, a DEX
aumentou 0 mMRNA em 87% do AGT. Os animais treinados apresentaram aumento de
MRNA do AT1 (+32%) e ECA (+50%) e no grupo TD houve aumento de ECA (+53%),
AT1 (+51%) e AGT (+155%), sem qualquer alteracdo nas proteinas. No musculo FHL
a DEX determinou reducéo das proteinas dos componentes vasodilatadores do SRA (-
20% AT2; -33% ECA2 e -36% MAS), apesar do grupo TC também ter uma reducéo de
ECA2 (-16%) e MAS (-27%), por outro lado o grupo TD aumentou em 47% as
guantidades de ECAZ2. Estes resultados, associados com a ndo atenuagéo da PA apos
tratamento com losartan, sugerem que o SRA ndo seja o principal mecanismo
envolvido no aumento da PA neste modelo induzido pela DEX e provavelmente outros
mecanismos estejam contribuindo para este aumento.

Palavras chave: Glicocorticoides, exercicio fisico, pressao arterial, Angiotensina Il.



ABSTRACT

Dexamethasone (DEX) is widely used to treat inflammation and allergies, but its
chronic use determines several side effects such as hyperglycemia, muscle atrophy
and hypertension (H). The renin-angiotensin system (RAS) is an important regulator of
blood pressure (BP) and its increased activity may be one possible mechanism
responsible to increase BP induced by DEX. On the other hand, low to moderate
aerobic exercise has been recommended for treatment of hypertension and its effects
on RAS have been demonstrated. We recently demonstrated that physical
preconditioning attenuates H induced by DEX, however little is known about the
mechanisms responsible for this response. Therefore, the aim of this study was to
investigate whether RAS participated in the BP increase induced by DEX and BP
reduction induced by aerobic preconditioning was associated with an alteration of RAS
components. Rats were subjected to an aerobic exercise protocol on the treadmill or
kept sedentary for 8 weeks. Additionally, animals were treated with DEX (1.0mg/kg of
body weight per day i.p. for 10 days) and treated or not with losartan. Groups were:
sedentary control (SC), DEX sedentary (SD), trained control (TC) and trained DEX
(TD), sedentary losartan (SCL), sedentary DEX and losartan (SDL), trained losartan
(TCL) and trained DEX and losartan (TDL). Body weight (BW), fasting glucose and
resting blood pressure were analyzed. After euthanasia, the tibialis anterior (TA),
soleus (SOL), flexor hallucis longus (FHL) and left ventricle (LV) were collected for
evaluation of gene expression and protein levels of RAS components. Treatment with
DEX caused decrease of BW and TA and FHL muscle weight (MW), and determined
an increase in fasting glucose (+132%) and BP (16%). Losartan treated animals did not
present BP attenuation after DEX treatment. Physical training did not prevent BW or
MW loss, however it attenuated the increase in fasting glucose (60%) and BP (7%).
Training increased ACE and AT1 mRNA which were further reduced in the LV muscle
of TD group. Also, training increased 31% (TC) and 47% (TD) the protein levels of
AGT. In the TA muscle, DEX increased by 270% the AT1 mRNA and by 175 % the
MAS mRNA. TD group showed increases on AT2 mRNA (+142%) and MAS (+78%).
DEX also reduced AT2 (-5%) protein levels and training did not prevent this reduction (-
13%, TD). In the SOL muscle DEX increased 87% AGT gene expression and trained
rats presented an increase of ATl (+32%) and ACE (+50%) mRNA. TD group
presented increases of ACE (+53%), AT1 (+51%) and AGT (+155%) gene expression
and no changes on protein levels were observed. In FHL muscle DEX determined
protein level reduction of vasodilators RAS components (-20 % AT2; -33% ACE2 and -
36% MAS), although the TC group also presented a reduction on ACE2 (-16%) and
MAS (-27%). TD group presented an increase of 47% on ACE2 protein level. Taken
together these and the no effect of losartan on BP, we can suggest that RAS is not the
main mechanism involved in this model of Hypertension induced by DEX.

Key words: glucocorticoids, exercise, blood pressure, Angiotensin Il.
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1 INTRODUCAO

1.1 Glicocorticoides:

Os Glicocorticoides sdo hormonios esteroides secretados pela glandula
supra-renal. Sua sintese e secrecao € estimulada e aumentada em situacfes
de infecgcbes, estresse, cirurgia, dor excessiva, traumatismos graves,
gueimaduras, hipovolemia e choque (ANTI et al., 2008). Durante essas
situacdes de estresse um sinal é transmitido do local de estresse para o
sistema nervoso central (SNC), o qual estimula os corpos celulares de
neurdnios localizados no nucleo paraventricular do hipotdlamo a liberar
corticotropina (CRH). O CRH é secretado para o sistema porta-hipofisario e
transportado até a hipodfise anterior, onde estimula a liberacdo do hormdénio
adrenocorticotrofico (ACTH) pelas células corticotréficas (GUYTON e HALL,
2011). Uma vez que o ACTH cai na corrente sanguinea ele ira se ligar ao seu
receptor especifico, nas glandulas supra-renais, onde estimula a
esteroidogénese adrenal produzindo Glicocorticoides nos humanos (cortisol) e
corticosterona nos roedores (AIRES et al., 2008).

O principal glicocorticoide produzido € o cortisol, sintetizado no cértex da
glandula supra-renal (GUYTON e HALL, 2011). O cortisol é transportado por
proteinas carreadoras na corrente sanguinea (transcortina) e atua praticamente
sobre todos os orgéaos e tecidos (KIRWAN, 1998).

Dentre os principais efeitos fisiolégicos pode-se citar a mobilizacdo de
acidos graxos livres, de proteinas e reducado da utilizacdo celular de glicose
gue, consequentemente, disponibiliza glicose sanguinea para uso imediato
(GUYTON e HALL, 2011; AIRES et al., 2008). O cortisol também age como
anti-inflamatério em tecidos lesados por traumas, infeccbes bacterianas e
artrite reumatoide. Desde a década de 50 até hoje, os Glicocorticoides
sintéticos, dentre eles a Dexametasona (DEX), estdo sendo amplamente
utilizados no tratamento de doencas autoimunes, doencas reumaticas cronicas,
prevencao de rejeicdo de enxertos, em alergias e inflamacdes (HENCH et al.,
1949; WARD et al., 1951; SHIH e JACKSON, 2007). Recentemente alguns

estudos tém demonstrado uso como anti-emético pés-cirirgico (PANDA et al.,
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2004; MADAN et al., 2005 e CARDOSO et al., 2013) e protecdo contra delirios
pos cirurgia cardiaca (MARDANI e BIGDELIAN, 2013).

1.2 Dexametasona e seus efeitos colaterais:

Tem sido demonstrado que o uso crénico de DEX traz alguns efeitos
colaterais como resisténcia a insulina, associado a uma reduzida captacao
periférica da glicose pela musculatura esquelética, hiperglicemia e
hiperinsulinemia (WEINSTEIN et al.,, 1998; SCHNEITER e TAPPY, 1998;
GIOZZET et al., 2008; RAFACHO et al., 2007; SANTOS et al., 2007; BAREL et
al, 2010; DIONISIO et al, 2014). Estas respostas sao normalmente
determinadas por um reajuste metabdlico que aumenta a oferta de glicose na
corrente sanguinea, reduzindo a captacao periférica de glicose nos musculos,
figado e adipdcitos e aumentando a glicogenolise e neoglicogénese (SAAD,
1994).

Além destes efeitos metabdlicos, varios grupos, inclusive o nosso, tém
demonstrado que o uso cronico de DEX causa reducao significativa de peso
corporal em animais (TONOLO et al., 1988; MONDO et al., 2006; BECHTOLD
et al., 2008; BAREL et al., 2010 e DIONISIO et al, 2014). Esta diminuicdo de
peso corporal quase sempre esta associada com uma menor ingestao
alimentar (SANTOS et al., 2007; MACEDO et al., 2012; MARTUCELLI et al.,
2011; SOUZA et al., 2012), que pode ser provocada pela reducéo dos niveis do
neuropeptidio Y e do CRH no nudcleo paraventricular, ambos relacionados a
regulacéo do apetite e da termogénese no hipotalamo (MCKIBBIN et al. 1992;
MICHEL e CABANAC, 1999; BELL et al., 2000; GINSBERG et al., 2003).
Santos et al. (2007) ja haviam demonstrado que 5 dias de tratamento com DEX
promovia reducao significativa da ingestdo alimentar e Macedo et al., (2012)
observaram que apds 10 dias de tratamento com DEX os animais consumiram
44% menos racao que 0s animais controle.

Outro mecanismo que tem sido implicado na reducéo significativa de
peso corporal é a atrofia muscular (MA et al., 2003; GILSON et al., 2007) sendo
este efeito colateral observado frequentemente por nosso grupo (DIONISIO,
2010; BAREL et al., 2010 e MARTUSCELLI et al.,, 2011, DIONISIO et al.,
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2014). Os mecanismos responsaveis pela atrofia muscular sdo ainda
controversos, podendo ser um desbalanco entre as proteinas que sé&o
responsaveis pelo aumento ou degradacdo da massa muscular (ZHAO et al.,
2009; ZANCHI, 2010).

Tem sido demonstrado que o uso da DEX causa aumento significativo da
pressao arterial (PA), tanto em humanos (SUDHIR et al., 1989; BROTMAN et
al., 2005) como em animais (SUZUKI, et al., 1982; DODIC et al., 1999; DODIC
et al., 2006; MONDO et al., 2006; BAREL, 2010; AMARAL et al., 2011; ONG et
al., 2013). Alguns trabalhos tém sugerido que este aumento de PA induzido
pela DEX seja determinado por alteracdes genéticas, uma vez que seus efeitos
sdo observados também em geracbes subsequentes (DODIC et al., 1999;
WYRWOLL et al.,, 2007; BECHTOLD et al., 2008; ROGHAIR et al., 2008). No
entanto, 0s mecanismos responsaveis pelo aumento da pressdo arterial
induzida pela DEX ainda n&o s&o conclusivos. Estudos tém mostrado que o
tratamento crénico com DEX suprime a vasodilatacdo do endotélio
microvascular pela queda na producédo da enzima responsavel pela producao
de oOxido nitrico (NO), a 6xido nitrico sintase (eNOS), fazendo com que a
producédo deste potente vasodilatador seja reduzida (WALLERATH et al., 1999;
SEVERINO et al., 2002; SCHAFER et al.,, 2005; MONDO et al., 2006).
Resultados preliminares de nosso laboratorio tém revelado que esta enzima ja
estd reduzida com 5 dias de tratamento com DEX (SOUZA et al., 2012).
Concordando, Schafer et al. (2005), mostraram que a DEX diminui o
aminoacido catiénico transportador-1 (CAT 1), o qual é responséavel por
transportar L-arginina, principal substrato do NO, em células endoteliais. Além
disso, a DEX também aumenta a producédo de anions superoéxidos (O,), que
causa destruicdo de estruturas celulares e oxida o NO, reduzindo sua
biodisponibilidade (MONDO et al., 2006; ROGHAIR et al., 2008). Tem sido
relatado também que o aumento da PA, apdés tratamento crénico com DEX,
possa estar associado com a diminuicdo do peptideo atrial natriurético (ANP),
gue é um horménio responsavel pela diurese, natriurese e vasodilatacédo
(TONOLO et al., 1988), apesar desta diminuicdo ndo ser consenso na literatura
(MATSUBARA et al.,, 1987; TABARIN et al.,1990; SOSYNSKI et al., 1991;
GUARINO et al., 2001; LIU et al., 2010).
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Outro importante mecanismo responsavel pelo aumento da PA apdés
tratamento com DEX é a ativagcdo do sistema renina angiotensina (SRA)
(SUZUKI et al., 1982). Tem sido demonstrado que a DEX promove aumento do
namero de receptores tipo 1 de angiotensina Il (AT1) que, quando ligado a
Angiotensina |l, promove potente agdo vasoconstritora (SATO et al., 1994;
SARUTA, 1996; SHELAT et al.,, 1999; BOGDARINA et al., 2009). Mais
recentemente, Roy et al. (2009) mostraram em seu trabalho, que o excesso de
glicocorticoide causa remodelacao cardiaca (hipertrofia do ventriculo esquerdo)
e alteracdes patofisiologicas no miocardio via sinalizacdo da Ang I,
contribuindo para o aumento da PA. Além disso, Roghair et al. (2008)
demonstraram que a DEX aumenta a atividade da Ang Il, a qual tem sido

implicada também no aumento do estresse oxidativo.

1.3 Sistema Renina-Angiotensina no controle da presséo:

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um dos sistemas mais
importantes para o controle da pressao arterial (PA) e do controle
hidroeletrolitico, pois € ele quem regula a volemia e a osmolaridade plasmatica.
Inicialmente foi descoberta a existéncia de um SRA circulante, no qual os
diferentes componentes do SRA (angiotensinogénio, renina, enzima de
conversdo da Angiotensina — ECA) eram produzidos em 06rgaos especificos
(figado, rim e pulmao, respectivamente) contribuindo para a formacéao de Ang Il
no sangue. Esta, por sua vez, atingiria os diferentes territorios pela circulacao.
Atualmente sabe-se que também ha o SRA tecidual, com os diferentes
componentes sendo expressos em varios tecidos. (GANTEN et al., 1986;
SANTOS 1997; BALTATU et al., 2001; BADER et al., 2001; BALTATU et al.,
2011; CAMPOS et al., 2012).
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FIGURA 1: Demonstracdo esquematica da formacdo da angiotensina Il e angiotensina (1-7).
Enzima conversora de angiotensina (ECA); enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2);
neutra endopeptidase (NEP); prolil endopeptidase (PEP); receptor 1 da Ang Il (AT1); receptor 2
da Ang Il (AT2); receptor da Ang 1-7 (MAS).

A Figura 1 representa os diferentes componentes do SRA, com as
respectivas formacdes de diferentes angiotensinas, bem como seus receptores.
Ja estd bem estabelecido na literatura que a angiotensina Il (Ang Il) € o
principal efetor do SRA, responsavel pelo controle da PA. O principal efeito da
Ang Il é aquele mediado pelo receptor AT;, ou seja, vasoconstricao intensa das
arteriolas e suave nas veias, que causa aumento da resisténcia periférica total
e do retorno venoso e, consequentemente da PA. O aumento da PA pela Ang I
pode também ser devido a sua atuacdo diretamente nos rins (DEJI et al.,
2012), pois promove reducdo da excrecdo de sal e de dgua e aumenta o
volume do liquido extracelular (DEJI et al., 2012). A Ang Il também age sobre o
cortex da supra renal, estimulando a secrecdo de aldosterona que promove
reabsorcdo de sodio nos rins (MORRIS et al., 2000; AIRES et al., 2008). O
SRA cerebral também tem recebido destaque no controle da PA nas ultimas
décadas. Baltatu et al. (2000) demonstraram que em ratos transgénicos, com
auséncia do sistema renina angiotensina (SRA) cerebral, possuiam a PA mais
baixa mesmo quando infundida Ang Il comparada com o controle. A Ang I
diminui a sensibilidade dos barorreceptores (CAMPAGNOLE-SANTOS et al.,
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1992; SAKIMA et al., 2005; HUANG et al., 2006; TAN et al., 2007; MOUSA et
al., 2008) e aumenta a atividade do sistema nervoso simpatico, via ativagdo do
nucleo paraventricular (SILVA et al., 2012) e bulbo ventrolateral (ANDREATTA
et al., 1988; SASAKI e DAMPNEY, 1990). Felix e Michelini (2007) também
demonstraram que ratos espontaneamente hipertensos apresentam aumento
da expressao genética de AT1 e angiotensinogénio (AGT) no nucleo do trato
solitario (NTS). De acordo com estes achados, Thorén (1987) ja havia
observado que nos ratos hipertensos havia uma elevada descarga nervosa
renal que ocasiona uma menor excre¢do de sodio.

Por outro lado, a angiotensina (1-7), formada a partir de Ang | ou Ang Il
pela acédo da neutra endopeptidase (NEP) e prolil endopeptidase (PEP) e ECA-
2, respectivamente (Figura 1), possui efeito antag6nico ao da Ang Il (BENTER
et al., 1995; ALMEIDA et al., 2000; XU et al., 2008; SAVERGININI et al., 2010),
reduzindo a PA. Ao se ligar ao seu receptor especifico, MAS, causa diminuicao
da via pro-oxidante, aumentando a producao de eNOS, que consequentemente
aumenta a producéo de NO e gera vasodilatacdo (LEMOS et al., 2005; FARIA-
SILVA et al., 2005; SAMPAIO et al., 2006; COSTA-GONCALVES et al., 2007;
XU et al., 2008; LEE et al., 2011). Outra acdo importante da Ang (1-7) é a
potencializacdo do efeito da bradicinina que € um potente vasodilatador
(ALMEIDA et al., 2000). Tem sido destacado também que a Ang (1-7) possa
atuar como antioxidante, pois a deficiéncia de receptor MAS causa aumento do
estresse oxidativo (XU et al., 2008) e aumento da fibrose no tecido (COSTA-
GONCALVES et al.,, 2007). Outro fator importante da Ang (1-7) € causar
aumento da sensibilidade do barorreceptor (CAMPAGNOLE-SANTOS et al.,
1992; BENTER et al., 1995; CHAVEZ et al., 2000; SAKIMA et al., 2007).

A partir destes achados, varios medicamentos (bloqueadores do SRA)
foram desenvolvidos. Trabalhos mostram que o uso de losartan, causa queda
significativa da PA tanto em animais como em humanos hipertensos
(FERRARIO et al., 2005; DOUMAS et al., 2004; MIHAILOVIC-STANOJEVIC et
al., 2009; AL-THANNON et al., 2012), por ele bloguear o receptor ATy,
disponibilizando assim, mais Ang Il que serda metabolizada pela ECA-2
formando Ang (1-7) no coracdo (FERRARIO et al, 2005). Outros

medicamentos utilizados para diminuigdo da PA sédo os inibidores da ECA, tais
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como captopril, lisinopril, enalapril e ramipril, entre outros (PITT et al., 2003;
FERRARIO et al., 2005; ANDERSEN et al., 2009; CONNELLY et al., 2011; AL-
THANNON et al., 2012). Estes medicamentos, por inibir a acdo da ECA,
facilitam a formacao de Ang (1-7) a partir da acdo da ECA-2 (FERRARIO et al.,
2005). Pitt et al. (2003) mostraram que o enalapril é eficiente em reduzir a
hipertrofia do ventriculo esquerdo causado pela hipertensdo, no entanto, quase
nada se sabe se 0 SRA tem papel importante no aumento da PA induzida pela
DEX.

1.4 Efeito do exercicio fisico sobre a hipertensao:

Ja esta bem estabelecido na literatura que um programa regular de
exercicios de baixa intensidade reduz significativamente os niveis pressoricos,
fazendo com que os exercicios sejam recomendados como coadjuvante do
tratamento farmacoldgico para hipertensos (AMARAL et al., 2001; BRANDAO-
RONDON et al., 2002; ACSM, 2004; FELIX e MICHELINI, 2007; BELABBAS et
al., 2008; AGARWAL et al., 2009; JORDAO et al., 2011; AMARAL e
MICHELINE, 2011; ROSSONI et al., 2011).

Varios sdo 0s mecanismos responsaveis pela queda de PA ap0s um
programa de exercicios. Tem sido demonstrado que o treinamento fisico reduz
significativamente a atividade nervosa simpatica (LATERZA et al., 2007;
CAVALCANTI et al., 2009; MARTINEZ et al., 2011; ANTUNES-CORREA et al.,
2010), melhora o controle autonémico para o coracédo (HIGA-TANIGUCHI et al.,
2007; BURGI et al., 2011) e melhora o controle barorreflexo em individuos ou
animais hipertensivos (BRUM et al., 2000; LATERZA et al., 2007; MOUSA et
al., 2008; MARTINEZ et al.,, 2011). Além disso, 0s exercicios aerobios
regulares de baixa intensidade reduzem hipertrofia cardiaca (AGARWAL et al.,
2009; BERNARDO et al., 2010) concéntrica e promove a excéntrica, que
melhoram o volume de ejecdo fazendo com que o coracdo trabalhe mais
eficientemente e com menor gasto energético (HAMBRECHT et al., 2000).

Perifericamente, o exercicio fisico contribui para reduzir a resisténcia
vascular periférica, que é o principal responsavel por manter a PA elevada na
hipertensdo crénica (GUYTON & HALL, 2011; ANTUNES-CORREA et al.,
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2010). Neste sentido, o treinamento fisico tem promovido reducdo da razdo
parede-luz de arteriolas da musculatura esquelética (AMARAL et al., 2000;
AMARAL et al., 2001; MELO et al., 2003; AMARAL et al., 2011; MAIORANA et
al., 2011; ROSSONI et al., 2011) e normalizacdo das fibras elasticas (elastina),
as conectivas do tecido (coldgeno) e o musculo liso (a-actina) que nos
hipertensos estdo elevados causando rigidez na aorta toracica apos
treinamento fisico crénico (JORDAO et al., 2011).

Outro importante mecanismo que tem sido implicado na reducéo da PA
pelo exercicio fisico € uma alteragcdo no SRA. S&o poucos os trabalhos que
avaliam os efeitos do treinamento fisico sobre o SRA e os resultados ainda néo
sdo conclusivos. Mousa et al. (2008) relacionaram a diminuicdo de PA em
animais hipertensos a reducdo das quantidades plasmaticas de Ang Il. Da
mesma forma, Belabbas et al. (2008) mostraram que o0 exercicio atenua o
aumento da presséao arterial causado pela Ang Il. Felix e Michelini (2007)
demonstraram que o exercicio fisico diminui a expressdo do mRNA de AGT no
nacleo do trato solitario (NTS) sendo esta queda associada com reducdo da
PA. Mais recentemente, KAR et al. (2010) observaram reducdo da expressao
da ECA e aumento da ECA-2 em coelhos com insuficiéncia cardiaca apds um
periodo de treinamento fisico. O treinamento fisico também diminui a producéo
proteica de AGT e quantidades de Ang | e Ang IlI, além de aumentar a
producédo proteica de ECA 2, quantidades de angiotensina (1-7) e expressao
génica de receptores AT1 no coracdo (FERNANDES et al., 2011). No entanto,
ndo ha trabalhos que demonstrem efetivamente a acdo da DEX modulando o
SRA e os efeitos do exercicio sobre esta acao.

Dados do laboratorio (ainda ndo publicados) tém evidenciado que a DEX
causa aumento da PA nos animais e que o exercicio fisico aerébio € capaz de
atenuar este aumento da PA induzido pela DEX. Portanto, se o tratamento
crbnico com DEX aumenta a atividade do SRA e este pode ser um dos
mecanismos responsaveis pelo aumento de PA, é bastante plausivel a ideia de
gue o exercicio fisico aerdbio, realizado antes e concomitante ao tratamento
com a droga possa atenuar o aumento da PA por alterar a expressdo dos
diferentes componentes do SRA na musculatura esquelética e cardiaca

recrutada no exercicio em esteira.
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2 OBJETIVOS

Geral: Investigar se os mecanismos desencadeados pelo exercicio
aerébio na atenuacdo da hipertensao arterial induzida pela Dexametasona

envolvem o SRA.

Especificos:

1. Determinar se o aumento da PA induzido pela Dexametasona
envolve a participacdo do SRA.

2. Determinar se a reducdo de PA induzida pelo pré-
condicionamento aerobio estad associada com a alteracdo dos

componentes do SRA.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 126 ratos (Wistar) de 7-8 semanas de idade (200-250g,
jovens), provenientes do Centro de Pesquisa e Producdo de animais da
UNESP (Botucatu). Durante todo o protocolo, os animais foram mantidos em
gaiolas com até quatro animais, no Biotério de Manutencdo da Faculdade de
Ciéncias do campus da UNESP de Bauru, com ciclo claro escuro de 12:12
horas e temperatura controlada (22°C). Racdo e agua foram fornecidas at
libitum. Os ratos foram pesados semanalmente do inicio ao fim dos estudos
(balanca Filizola). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
UNESP (Protocolo n® 2012-02254) (Anexo 1).

3.1 Avaliacédo da capacidade fisica maxima dos animais

A capacidade maxima foi avaliada de forma indireta por meio de teste de
esforco maximo (TEM) em esteira ergométrica adaptada para ratos (10 raias
suspensas de ferro, Inbramed, Millennium). Apdés um periodo inicial de
adaptacao a esteira (10 dias), os ratos adaptados foram selecionados segundo
sua habilidade em andar/correr na esteira ergométrica. Apos esta pré-selecao,
eles realizaram um teste de esforco maximo (TEM), utilizando um protocolo
escalonado previamente validado e publicado por Silva et al. (1997), com
incrementos de 3 m/min a cada 3 min.

O teste foi realizado com um animal de cada vez na esteira e a carga
maxima foi determinada quando o animal ndo conseguia mais correr

espontaneamente.

3.2 Grupos experimentais.

Apés a avaliacao da capacidade fisica, os ratos foram divididos em oito
grupos experimentais, seguindo protocolo de 70 dias. Todos 0s grupos
apresentaram capacidade fisica, peso corporal, glicemia e pressao arterial

semelhantes antes do protocolo experimental.
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Grupo 1: 20 animais que permaneceram sedentarios durante todo o periodo e
n&o receberam tratamento com Dexametasona (SC, solugéo salina i.p.).
Grupo 2: 23 animais que permaneceram sedentarios por todo o periodo e
receberam tratamento com Dexametasona nos ultimos 10 dias (SD, 1,0 mg / kg
de peso corporal por dia, i.p. decadron®).
Grupo 3: 20 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento
fisico por 70 dias e ndo receberam tratamento com Dexametasona (TC,
solugéo salina i.p.).
Grupo 4: 24 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento
fisico por 70 dias seguido de tratamento com Dexametasona por 10 dias (TD,
1,0 mg / kg de peso corporal por dia, i.p. decadron®). Os animais treinados
continuaram a treinar durante o periodo de tratamento medicamentoso.
Grupo 5: 10 animais que permaneceram sedentarios durante todo o periodo e
ndo receberam tratamento com Dexametasona (solugdo salina ip.) e
juntamente com a salina também foram tratados com losartan (50 mg/dia) via
gavage (SCL).
Grupo 6: 10 animais que permaneceram sedentarios durante todo o periodo e
receberam tratamento com Dexametasona nos ultimos 10 dias (1,0 mg / kg de
peso corporal por dia, i.p. decadron®) e juntamente com a Dexametasona
também foram tratados com losartan (50 mg/dia) via gavage (SDL).
Grupo 7: 10 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento
fisico por 70 dias e ndo receberam tratamento com Dexametasona (solucéo
salina i.p.) e juntamente com a salina também foram tratados com losartan (50
mg/dia) via gavage (TCL).
Grupo 8: 10 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento
fisico por 70 dias e receberam tratamento com Dexametasona nos ultimos 10
dias (1,0 mg / kg de peso corporal por dia, i.p. decadron®) e juntamente com a
Dexametasona também foram tratados com losartan (50 mg/dia) via gavage
(TDL).

Os animais nao tratados com Dexametasona receberam placebo
(solucao salina) pelo mesmo periodo de tratamento.

A Figura 2 demonstra o protocolo experimental que foi utilizado.



23

Treinamento Fisico

70 dias
|
I Semanas Dias
@z ]sTe7 -1|2|3|4|5|6|'|8|9 10
vVovod Voo l Vool v
PC PC PC PC PC PC PA PA PA PA PA
PC PC |
Teste Maximo Teste Maximo Teste Maximo Glicemia de Jejum
Glicemia de Jejum Glicemia de Jejum PC Canulagio
PA Caudal
P%“ a Tratamento Registro PA

Dexa/Losartan direta
Eutanasia

FIGURA 2: linha do tempo do protocolo experimental, peso corporal (PC), pressdo caudal (PA).

3.3 Protocolo de treinamento fisico

O treinamento fisico de intensidade moderada foi realizado em esteira
ergométrica durante uma hora por dia, por 70 dias, com intensidade de 50-60%
da velocidade maxima atingida no teste de esforco inicial (TEM-1), conforme
previamente publicado (BAREL et al, 2010). Foram realizados outros TEM para
readequacédo da carga de treino ao final de 4 semanas (TEM-2) e 8 semanas
(TEM-3). Os ratos sedentérios realizaram os testes de capacidade maxima no
mesmo periodo em que os treinados e permaneceram sedentarios durante o
periodo de treino (somente foram colocados na esteira quinzenalmente para

adaptacao da mesma).

3.4 Determinacdao da presséo de cauda

A evolucédo da presséo de cauda foi observada no periodo do tratamento
com DEX, pelo mesmo investigador, no periodo da manha, utilizando o
esfigmomanémetro marca Panlab LE5001 (Barcelona, Spain), com os ratos
acordados. Os animais foram colocados em uma pequena gaiola de
aquecimento (37°) por um tempo de 10 minutos, com restricdo de movimentos.
A pressdo caudal foi considerada como uma média de 10 aferi¢cdes, sendo

descartadas as duas primeiras.
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3.5 Tratamento farmacoldgico

A Dexametasona utilizada foi o DECADRON injetavel (fosfato dissédico
de Dexametasona - 4mg/ml ampola de 2,5ml) do laboratério farmacéutico Aché
Laboratorios Farmacéuticos S.A..

O losartan utilizado foi preparado pela farmacia de manipulacédo

Specifica em Bauru, com uma concentracdo de 50mg/ml.

3.6 Determinacao da presséo arterial

3.6.1 Confeccéo de canulas

Os animais foram anestesiados com Tribromo Etanol (2,5g/100ml) 1ml
para cada 100g do peso corporal e foi feita uma incisdo na perna direita ou no
pescoco do animal. ApoOs localizar a artéria femoral ou cardtida, foi feita uma
peguena incisdo no vaso para introduzir a parte mais fina da canula, a qual foi
preenchida com solucdo fisiologica heparinizada. A outra extremidade da
canula foi exteriorizada na regido dorsal do animal. Logo apds o procedimento
de confeccao de canula foi aplicado de forma cutanea no animal um analgésico
(Banani 0,3ml). Foi esperado um periodo de 24 horas para a recuperacao dos

animais.

3.6.2 Registro de PA e frequéncia cardiaca

Apés 24 horas da cirurgia de cateterizacdo, a PA foi registrada
continuamente nos ratos acordados e com livre movimentacdo. A canula da
artéria femoral foi conectada ao sistema de registro (transdutor + pré-
amplificador, ADinstrumenst®) que foi conectado ao computador utilizando um
software LabChartPro. Foi obtida a PA pulsatli. A FC foi computada

diretamente pelo software a partir da PA pulsatil.
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3.7 Determinacgéo da Glicemia de Jejum

ApOs 12 horas de jejum e 24 horas ap0s a Ultima sesséo de exercicio, 0s
animais foram submetidos a avaliacdo da glicemia de jejum. Foi realizada uma
pulsédo, com agulha, na cauda de cada animal permitindo a saida de uma Unica
gota de sangue. A glicemia dos animais foi mensurada com glicosimetro
Jonhson & Jonhson modelo “One-Touch” Ultra como previamente publicado
(BAREL et al, 2010 e DIONISIO et al, 2014). Esta avaliacdo da glicemia foi
realizada antes e apds as 8 semanas iniciais (treinamento fisico) bem como

antes e apc’)s o tratamento com Dexametasona.

3.8 Retirada dos musculos esqueléticos e cardiaco

ApOs os protocolos experimentais, 0s animais foram eutanasiados por
overdose de anestésico ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 20mg/Kg), CEVA
e DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 160mg/Kg), VETBRANDS do Brasil (na
proporcao de 1:1, 1mg/kg de peso corporal). Apés a confirmacdo da eutanasia,
o ventriculo esquerdo (VE) e os tecidos musculares séleo (SOL), tibial anterior
(TA) e extensor longo do hélux (FHL) foram removidos, limpos e imediatamente
pesados. Os musculos de uma perna foram armazenados a -80°C para
analises de proteina e o da outra perna foi acondicionada na solucdo RNAlater
(Applied Biosystems) a -80°C até o momento de extracdo de RNA.

Estes musculos foram escolhidos pelo fato do VE estar relacionado ao
controle da PA, ja os musculos SOL e TA séo recrutados no exercicio em
esteira sendo que o primeiro € um musculo de fibras vermelhas (oxidativo) e o
segundo de fibras brancas (glicolitico) e o musculo FHL é glicolitico, mas néo &

muito recrutado no exercicio em esteira.

3.8.1 Extracdo de RNA total

Toda a parte de extracdo de RNA e expressao génica foi realizada em

colaboragdo com o Prof. Titular. Carlos Ferreira dos Santos (FOB-USP),
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responsavel pelo equipamento de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em
tempo real Viia 7 (Applied Biosystems®, Estados Unidos), adquirido em
processo Multiusuario FAPESP (2009/53848-1) em colaboracdo com nosso
grupo.

Para a extragcdo do RNA total foi utilizado o RNeasy mini kit (Qiagen)
segundo protocolo do fabricante, contendo colunas e buffers. Brevemente, foi
coletado 10mg de amostra dos tecidos musculares que foram homogeneizados
com 150uL de solugdo de lise do kit (Buffer RLT + [3-Mercaptoetanol), em
seguida foi adicionado 250uL de agua livre de RNAse e 5uL de proteinase K.
As amostras foram para o banho Maria por 10min a 55°C e centrifugadas por
3min a 10000rpm, foi coletado o sobrenadante em um novo eppendorf e alcool
absoluto foi adicionado. Feito isso, todo o homogenato foi colocado nas
colunas de purificacdo do kit e centrifugado a temperatura ambiente na
velocidade de = 8000 g por 20 segundos. O RNA foi retido nesta coluna, a qual
foi lavada por dois tampdes especificos (RW1 e RPE) e alcool 80% antes da

eluicdo do RNA em 14uL de agua livre de RNAse.

3.8.2 Quantificacao e qualificacdo do DNA

Uma vez reconstituido, o RNA total das amostras foi quantificado e
gualificado no espectofotbmetro Nanodrop 1000 Thermo Scientific (USA).
Foram utilizados 2 yL de cada amostra para obtencdo das leituras nos
comprimentos de onda de 260 nm (A260) e 280 nm (A280), os quais
forneceram informacfes sobre a quantidade e qualidade do RNA. Amostras

com valores entre 1,9 e 2,1 na relacdo A260/A280 foram transcritas.

3.8.3 Tratamento do RNA total com DNAse e transcricdo reversa

Para evitar a possibilidade de contaminacdo do RNA total extraido por
DNA genbmico, procedeu-se o tratamento de todas as amostras com 2 L
DNase (gDNA wipeout - Qiagen, Alemanha) durante 2 minutos a 42°C sendo

este procedimento realizado segundo as orientagdes do fabricante.
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ApoOs o tratamento com DNAse o RNA total foi imediatamente submetido
ao processo de transcricdo reversa com o kit Quantitect® Reverse
Transcription (Qiagen). Neste RNA tratado com DNAse foi adicionado uma
mistura de 1 pyL dos primers randémicos e oligo dT, 1 pL da trancriptase
reversa e 4 uL do tampao Quantscript RT. Esta mistura foi incubada a 42°C por

30 minutos, seguido de outra incubacéo a 95°C por 3 minutos.

3.8.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) quantitativa

A quantificacao relativa dos componentes do SRA foi analisada por meio
de reacdes de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema Tagman (Applied
Biosystems, Foster City, USA) no aparelho Viia 7 (Applied Biosystems, Foster
City, USA). Foram utilizados ensaios da Applied Biosystems, Foster City, USA.
Esse sistema realiza as reacbes de amplificacdo, deteccdo de nucleases
fluorogénicas e quantificacao relativa a um gene de referéncias (GAPDH) por
meio do software Viia 7 Software verséao 1.1. Para a reacdo foram adicionados
aos pocos da placa de reacdo de PCR, o DNA complementar sintetizado a
partir do RNA mensageiro, o Tagman gene expression master mix (Applied
Biosstems, USA) e cada ensaio constante no quadro 1.

A ciclagem térmica consistiu de uma incubacdo de 2 min a 50°C,
seguida de outra incubacdo del0 minutos a 95°C e 40 ciclos de 15sa 95°C e 1
min a 60°C. Para cada reacdo de volume final = 5uL, foi utilizado 1 uL da
amostra (a 50ng/uL), 2,5 uL do Tagman gene expression master mix, 0,25 uL

dos primers e sondas (ensaio inventoriado) e 1,25 uL de agua milliQ. Cada

amostra foi analisada em duplicata. A eficiéncia da reacao de PCR para todos
os alvos foi de 100%. Os dados de expressdao do mRNA foram calculados

pelos valores do ciclo threshold (Ct) usando o método AACt e logo foi utilizado

-AACE

a formula 2 para calcular a quantificacdo relativa.
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Quadro 1. Numeros de catalogo para cada PCR inventoriados (Applied Biosystems).

ALVO NUumero de catalogo
GAPDH Rn01775763_gl
ATla RN00578456_ml
AT2 Rn00560677_sl
ECA RN00561094 m
ECA-2 Rn01416293_ml
Receptor do tipo MAS Rn00562673_sl
Renina Rn00561847_ml
Angiotensinogénio Rn00593114 ml

3.8.5 Protocolo de dosagem de proteina

Os tecidos foram homogeneizados com um homogeneizador Polytron
em uma solucdo de RIPA (Cell Signaling Thechnology, Inc) concentrado 10x
contendo varios inibidores de protease e adicionado 1% de PMSF e PIC
(Coquetel inibidor de protease, Sigma aldrich) na hora de usar. As amostras
foram centrifugadas a 10.000rpm por 10 minutos na temperatura de 4 graus
com aceleracdo e desaceleracdo igual a 7, em seguida o sobrenadante foi
coletado e transferido para um novo tubo.

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
utilizando um kit comercial (Bio-Rad Kit, Laboratories, Inc, Hercules, CA) com
albumina (Protein Assay Standard Il, Bio-Rad) como padrédo, como previamente
publicado (AMARAL et al, 2001). Os valores de absorbancia foram analisados
no leitor de Elisa (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.
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3.8.6 Procedimentos de Western Blotting

As proteinas foram eletroforeticamente separadas por tamanho, usando
um sistema de gel de poliacrilamida conforme publicacdo prévia do laboratorio
(AMARAL et al., 2001). Basicamente, foi utilizado um gel com duas camadas
de poliacrilamida, em diferentes concentracdes: 5% na camada superior e de 8
a 12% na camada inferior, dependendo do peso molecular da proteina. A
solugdo tampéo 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
aproximadamente 60 minutos a 200V. Marcadores de peso molecular (Bio-
Rad) foram simultaneamente utilizados como tamanho padrdo. As proteinas
foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose
com aplicacdo de corrente de 120V por 1 hora e meia em um tampé&o: 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 coloracdo de Ponceau e imediatamente depois as membranas
foram lavadas em solucdo TBS-T (0,95g de Trisma —HCI; 0,50g de Trisma
Base; 8,8g de NaCl e 1ml de Tween 20 para um litro de agua destilada). Na
etapa seguinte foi utilizado o aparelho Snap i.d (Millipore) para incubacdo das
membranas com solu¢édo bloqueadora com 5% de albumina diluida em solucao
TBS-T por 2 minutos e incubadas por 10 minutos com diluicdo apropriada do
anticorpo para renina (Cell Signaling Thechnology, Inc 3 Trask Lane, Danvers),
anti-rabbit monoclonal anti-angiotensinogénio (clone EPR 2931, Millipore 290
Concord Rd Billerica), anti-AT1 receptor (Millipore 290 Concord Rd Billerica),
anti-AT2 receptor (Millipore 290 Concord Rd Billerica), anti-angiotensina (1-7)
anti-Mas receptor (Alomone Labs, Ltd PO Box 4287 Jerusalem 91042, Israel) e
rabbit anti-human monoclonal ECA-2 (EPR4435(2)). Logo apds, as membranas
foram lavadas 3 vezes de 5 ml com solugdo TBS-T e incubadas com o
anticorpo secundario, IgG anti-coelho ou anti mouse, 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,
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0.4.0.2) a qual foi comparada com o grupo sedentario controle (SC), sendo este

considerado como 100%.

3.9 Métodos estatisticos

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrao da
média (EPM). Foi utilizada a analise de variancia de dois caminhos (ANOVA),
com um caminho sendo o treinamento e outro o tratamento. Nas analises de
comportamento de peso, pressdo de cauda e capacidade fisica maxima foi
utilizada a andlise de variancia de trés caminhos (ANOVA). As amostras que
apresentaram diferencas significativas foram analisadas pelo post-hoc de

Tukey. O nivel de significancia considerado foi de a < 0,05.
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4 RESULTADOS

Todos os animais realizaram os trés testes de capacidade fisica maxima
(antes, durante e no final) e na Figura 3 pode ser observado o resultado pré e
poés treinamento fisico. Importante destacar que a capacidade fisica dos
animais de todos os grupos era semelhante no inicio do treinamento fisico na
esteira. Os animais treinados melhoraram sua capacidade fisica de 735 + 24
seg para 1018 * 29 seg, enquanto que 0 grupo sedentario piorou a capacidade
fisica de 737 + 27 seg para 577 + 29 seg. Os animais treinados dos grupos que
foram tratados com losartan também apresentaram uma melhora na
capacidade fisica de 806 + 18 seg para 1093 + 16 seg enquanto que 0 grupo
sedentario piorou a capacidade fisica de 802 + 28 seg para 739+ 29 seg. A
analise estatistica demonstrou que houve melhora nos animais treinados
independente de juntar todos os animais, p6de-se observar que os animais que
realizaram treinamento aerébio tiveram uma melhora significativa de 37,5% da
capacidade fisica (de 758 + 18,2seg para 1042 + 20,8seg, p<0,05), enquanto
gue o grupo sedentario apresentou uma reducdo de 17% da capacidade fisica
(de 758 + 20,5seg para 628 + 23,8seg), portanto o0 treinamento mostrou ser

eficiente na melhora da capacidade fisica dos animais.

A B
b
1200 - b 1200 4
c T 4 -e- SCL
— - P - —-A
@ 1000 - 2 1000 /f_——— -=- SDL
8 = SD 2 POt -x- TCL
>
8 800 -+ TC 8 800 B .. § -+ DL
g >~ TD 5 ==
F 6004 F 600 4
400 - 400 4
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Testes Testes

FIGURA 3: Capacidade fisica dos animais nos testes de esforco maximo em esteira
ergométrica no inicio, meio e fim do protocolo de treinamento. A: animais tratados com
Dexametasona, Sedentario controle (SC, n=20), sedentario tratado com Dexametasona (SD,
n=23), treinado controle (TC, n=20) e treinado tratado com Dexametasona (TD, n=23); B:
animais tratados com Dexametasona e losartan, Sedentario tratado com losartan (SCL, n=10),
sedentario tratado com Dexametasona e losartan (SDL, n=10), treinado controle tratado com
losartan (TCL, n=10) e treinado tratado com Dexametasona e losartan (TDL, n=10). Analise de
variancia de 3 caminhos (ANOVA); Significancia: b — interacé@o entre treinamento e momento.
p<0,001.
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A Figura 4 ilustra a peso corporal dos animais antes e apds as 8
semanas de treinamento fisico e antes e apds os 10 dias de tratamento com
DEX e/ou losartan. Observa-se que todos 0s animais ganharam peso durante
as 8 semanas de treinamento aerdbio, independente de seu estado de
treinamento. Por outro lado, ao final do tratamento com DEX, todos os animais
tratados, independente do estado de treinamento perderam significativamente
peso corporal. O grupo SD perdeu 21,7% (de 405 + 10,2g para 317 + 7,79 para
SD,) do peso corporal e os animais do grupo TD apresentaram uma perda de
19,7% (de 381,4 + 7,89 para 306 + 5,89 para TD, do 1° ao 10° dia de
tratamento) do peso corporal (Fig. 4A). Da mesma forma, os grupos SDL e TDL
apresentaram uma perda de 19,09% e 19,99% do peso corporal,
respectivamente (de 405,3 + 15¢g para 327,9 + 12g para SDL do 1° ao 10° dia
de tratamento e de 383 + 13g para 306,5 + 13g para TDL do 1° ao 10° dia de
tratamento) (Fig. 4B). Os grupos controles mantiveram o peso corporal estavel

durante estes 10 dias.
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FIGURA 4: Valores de massa corporal durante as 8 semanas de treinamento fisico e no
periodo de tratamento com Dexametasona e/ou losartan (10 dias). A: animais tratados
Dexametasona, sedentério controle (SC, n=20), sedentario tratado com Dexametasona (SD,
n=23), treinado controle (TC, n=20) e treinado tratado com Dexametasona (TD, n=23); B:
animais tratados Dexametasona e losartan, sedentério controle losartan (SCL, n=10),
sedentario tratado com Dexametasona e losartan (SDL, n=10), treinado controle losartan (TCL,
n=10) e treinado tratado com Dexametasona e losartan (TDL, n=10). Analise de variancia de 3
caminhos (ANOVA); Significancia: a — interac@o entre tratamento e momento, p<0,001; b -
interacdo entre treinamento e momento, p<0,008.

Quanto a glicemia de jejum dos animais pode-se observar que apds o
tratamento com DEX houve um aumento de 132% (181,3 £ 26mg/dL vs 78 £
3mg/dL, para SD vs SC, respectivamente p<0,001). Por outro lado, os animais
gue realizaram treinamento previamente ao tratamento farmacoldgico tiveram
este aumento de glicemia de jejum atenuado (ndo significativamente), o qual
aumentou apenas 60% (133,3 + 13mg/dL vs 83 + 3mg/dL, para TD vs TC,

respectivamente, p=0,122, Figura 5).
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FIGURA 5: Glicemia de jejum dos animais dos grupos sedentario controle (SC, n=10),
sedentdrio tratado com Dexametasona (SD, n=11), treinado controle (TC, n=10) e treinado
tratado com Dexametasona (TD, n=11). Antes do treinamento (1), depois de 8 semanas de
treinamento (2) e depois do tratamento com Dexametasona (3). Andlise de variancia de 3
caminhos (ANOVA), SignificAncia: a — intera¢do entre tratamento e momento; p< 0,05.

A Figura 6 mostra os valores de pressdo caudal dos animais que foi
aferida antes e durante o tratamento com DEX. Pode-se observar que 0s
animais sedentarios e tratados com DEX apresentaram um aumento de
pressao caudal de 39,4% quando comparados com o SC (de 122 + 3,88 mmHg
para 170 £ 5,21 mmHg, p<0,001). Por outro lado, os animais treinados e
tratados com DEX apresentaram um menor aumento da PA caudal, de apenas
15% quando comparado com o SC (de 122 + 3,88mmHg para 140,7 = 3,6
mmHg). Nos animais controle ndo houve diferenca de PA caudal, como pode

ser observado na Figura 6.
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FIGURA 6: Valores basais de pressao caudal antes do treinamento aerébio (0) e em dias
alternados (2, 4, 6, 8 e 10) durante o tratamento. Sedentério controle (SC, n=10), sedentario
tratado com Dexametasona (SD, n=13), treinado controle (TC, n=10) e treinado tratado com
Dexametasona (TD, n=13). Analise de variancia de 3 caminhos (ANOVA); Significancia: * vs
controle; + vs sedentério, p< 0,05.

O aumento da PA determinada pela DEX foi comprovado pela medida
da presséo direta, na qual se observou aumento de 8% na PAM (114 +

1,4mmHg vs 106 + 2,7mmHg, para SD vs SC, respectivamente) do grupo SD
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e aumento de 16% na PAS (131 + 3,5 mmHg vs 113 + 2,6 mmHg, para SD vs
SC, respectivamente). Houve também uma alteracdo de PAD de 3% que ndo
foi significativa (Fig. 7A). Ao analisar o grupo TD, observou-se que estes
animais apresentaram um aumento n&o significativo de 7% na PAM (114 + 2
mmHg vs 107 + 2 mmHg, para TD vs TC, respectivamente) e apresentaram
uma atenuacgdo de 7% no aumento da PAS (131 = 3,5mmHg vs 122 *
1,5mmHg, para SD vs TD, respectivamente). Ao analisar a PA direta dos
animais tratados com losartan (Fig. 7B) pode-se observar que o grupo SDL
teve um aumento de 14,8% na PAS (127 £ 5mmHg vs 111 + 3mmHg, para SDL
vs SCL, respectivamente) e 13,9% na PAD (111 + 4mmHg vs 97 + 2mmHg,
para SDL vs SCL, respectivamente) e consequentemente 13,44% na PAM (119
+ 4mmHg vs 105 + 2mmHg, para SDL vs SCL, respectivamente). Por outro
lado, os animais que realizaram o treinamento tiveram o aumento da PA
induzido pela DEX atenuado, ou seja, houve alteracdo nao significativa de 6%
na PAS, 7% na PAD e 5% na PAM.
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FIGURA 7: Valores basais da presséo arterial, 48 horas apds o Ultimo dia de tratamento com
Dexametasona e/ou Losartan. A: animais tratados com Dexametasona, Sedentario controle
(SC, n=5), sedentario tratado com Dexametasona (SD, n=7), treinado controle (TC, n=7) e
treinado tratado com Dexametasona (TD, n=4). B: animais tratados com Dexametasona e
losartan, sedentario controle losartan (SCL, n=9), sedentério tratado com Dexametasona
losartan (SDL, n=8), treinado controle losartan (TCL, n=9) e treinado tratado com
Dexametasona e losartan (TDL, n=7). Analise de variancia de 2 caminhos (ANOVA);
Significancia: * vs controle; + vs sedentario; A losartan vs salina; p< 0,05.
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ApOs realizar a eutanasia, os musculos TA, FHL, SOL e VE foram
removidos e pesados. Pode-se observar na Tabela 1 que o tratamento com
DEX determinou reducéo de 22,7% na massa muscular do TA dos animais SD
(137,3 £ 4,5mg/cm vs 177,8 £ 5,2mg/cm, para SD vs SC respectivamente) e de
19,2% nos animais TD (139 + 3,8mg/cm vs 172 + 5,24, para TD vs TC
respectivamente). Nos grupos tratados com DEX e losartan também houve
reducdo do peso muscular do TA em 21,26% (118,86 + 3,86mg/cm vs 150,97 +
6,16mg/cm, para SDL vs SCL, respectivamente) no grupo SDL e 13,24%
(1359 + 5,24mg/cm, vs 156,64 + 6,13mg/cm, para TDL vs TCL,
respectivamente) no grupo TDL. No muasculo FHL, o grupo SD teve uma
reducdo do peso muscular de 30,45% (83,8 + 2mg/cm vs 120,5 + 4mg/cm, para
SD vs SC respectivamente) e reducédo de 16,29% (91,3 + 1,4mg/cm vs 109 *
8,8mg/cm, para SDL vs SCL, respectivamente) no grupo SDL. O grupo TD
reduziu 20,32% (92,6 + 2,2mg/cm vs 116,2 + 2,8mg/cm para TD vs TC
respectivamente) (Tab. 1) do peso muscular, demonstrando que o treinamento
aerobio em esteira ndo conseguiu atenuar ou prevenir a reducdo de peso
muscular nestes musculos. No entanto, no grupo TDL observou-se reducéo
nao significativa de 5,8% (100,6 £ 3,5mg/cm vs 106,8 + 3,5mg/cm, para TDL vs
TCL, respectivamente) do musculo FHL, mostrando que o tratamento com
losartan e treinamento conseguiram reverter a perda de massa muscular. No
musculo VE observou-se um aumento de 10,5% do peso muscular nos animais
SDL, no entanto este aumento foi revertido com o treinamento. Por outro lado
ndo houve qualquer efeito do tratamento com DEX ou treinamento nos
musculos SOL e VE.

A Tabela 1 também demonstra que a glandula adrenal estava 52,4%
atrofiada nos animais sedentérios tratados com DEX (SD) e 31% nos animais

treinados e tratados com DEX.
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TABELA 1: Comparagdo dos valores de massa muscular e glandula
adrenal normalizados pela tibia entre os grupos tratados com

Dexametasona e losartan.
SC SD TC D SCL SDL TCL TDL

Tibia (cm) 4,2+0,03 4,2+0,03 4,2+0,05 4,2+0,05 4,2+0,5  4,3+0,05  4,2+0,03 4,2+0,05

VE (9) 0,87+0,03 0,83+0,03 0,8+0,02 0,8+0,02 0,7+0,02 0,8+0,03* 0,7+0,02 0,7+0,03

\(/n'fé 5’5 2240,04  28+0,07*  22+004  27+0,09* 240,05 25+009*  2+0,06  2,4+0,06*
VE/Tibia 20647 19948 19545 188+6  16146A  178+7*  165+4 17646
(mg/cm)

TA (9) 0,75+0,02 0,57+0,02* 0,7+0,02 0,6+0,01* 0,6+0,02 0,5+0,02* 0,7+0,03* 0,6+0,03

(Tn%is 1,9:0,06  1,9+0,06 240,06 210,07  18:0,04 160,07 19:0,07 180,05+
WAl 17745 137+4* 17245 139+4* 15136  118+4*A 1576 13645
(mg/cm)

SOL(g)  0,18+0,01 0,17+0,01 0,20 020  0,1:0,01 020,01 02+0,01  0,2:0,01
S((r?w;//Z)C 04:0,01  06:0,01* 05001+ 06£0,02* 040,03 050,03 05:002 06+0,02
SOUTibia 43,5 4122 43+1 43+2 36£3A  38:2 40+1 4143
(mg/cm)

FHL (g) 0,51+,02  0,35+0,01* 0,5+0,01 0,4+0*+ 0,5+0,04 0,4+0,01  0,5+0,02 0,4+0,02

F(:;’/Z)C 1,2¢0,03  1,2¢003  1,3:003  1,3#0,03+ 1,3:0,07 1,9¢005 1,3:004 140,04
PALIIIE e 84+ 11643 9242 109:9  O1+1*A 10743 1013
(mg/cm)

G.A(9) 0,10 0,03:t0* 010,02  0,04+0*

GAPC 1151001  01:0  024:006+  0,11+0* - - - ;

(mg/g)

G.AlTibia 1641 g1+ 2145 g1+

(mg/cm)

Musculo tibial anterior (TA), musculo flexor longo do halux (FHL), muasculo sbéleo (SOL),
musculo do miocardio ventriculo esquerdo (VE) e glandula adrenal (G.A). Sedentério controle
(SC, n=20), sedentério tratado com Dexametasona (SD, n=18), treinado controle (TC, n=20) e
treinado tratado com Dexametasona (TD, n=16). Sedentario controle losartan (SCL, n=10),
sedentario tratado com Dexametasona e losartan (SDL, n=11), treinado controle losartan (TCL,
n=10) e treinado tratado com Dexametasona e losartan (TDL, n=9). Significancia: * vs controle;
+ vs sedentario; A losartan vs salina; p< 0,05. (=) resultados ndo existentes.

Com o intuito de confirmar a participacdo do SRA no aumento da PA
induzido pela DEX, foi feita a analise da expressdo génica e producdo proteica
dos componentes do SRA. Na Figura 8 pode-se observar no VE que os
animais que foram tratados com DEX ndo tiveram nenhuma alteracdo na
expressdo génica quando comparado ao controle para AGT, ECA e receptor
AT1. Os animais que apenas treinaram tiveram um aumento de 96% da
expressdo génica da ECA e 88,5% no receptor AT1. No entanto, 0s animais
treinados e tratados com DEX tiveram uma reducgéo de 51,8% na expressao do
MRNA para ECA e de 49,5% no receptor ATla (TD vs TC). Nas Figuras 8G,
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8H e 8l pode-se observar que nem o treinamento nem o tratamento com DEX
nao causaram nenhuma alteracdo nos componentes vasodilatadores do SRA.
A Figura 8 (D, E, F, J, K, L) também ilustra os valores de mRNA dos
componentes do SRA no VE dos animais tratados com DEX e losartan. O que
se observa é que ndao houve nenhuma alteracdo no mRNA dos componentes
do SRA quando comparados aos animais tratados com o0s seus controles, com

excecao do receptor MAS que apresentou expressdo génica aumentada apos
tratamento com DEX e losartan (+46%).
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FIGURA 8: mRNA dos componentes do Sistema Renina-Angiotensina A, B, C, G, H, | em
animais tratados com Dexametasona por 10 dias (lmg/Kg/dia) e D, E, F, J, K, L em animais
tratados com Dexametasona (1mg/Kg/dia) e losartan (50mg/Kg/dia) por 10 dias normalizado
por GAPDH no musculo VE. A e D= Angiotensinogénio (AGT); B e E= Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA); C e F= Receptor tipo 1 de angiotensinall (AT1a); G e J = Receptor tipo 2
de Angiotensinall (AT2); H e K = Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2); | e L=
Receptor de angiotensinal (1-7) (MAS). Grupos: sedentério controle (SC); sedentéario tratado
com Dexametasona (SD), treinado controle (TC), treinado tratado com Dexametasona (TD).
sedentario controle losartan (SCL); sedentério tratado com Dexametasona e losartan (SDL),
treinado controle losartan (TCL), treinado tratado com Dexametasona e losartan (TDL). Analise
de variancia de 2 caminhos (ANOVA); Significancia: * vs controle; p<0,05; entre () valor do n de
cada grupo.
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A Figura 9 demonstra que o tratamento com DEX n&o alterou a
producéo proteica de nenhum dos componentes do SRA no VE nos animais
sedentarios. No entanto, os grupos TC e TD tiveram um aumento de 31% e

47%, respectivamente, somente na proteina AGT.
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FIGURA 9: Valores das andlises quantitativas da producdo das proteinas dos componentes do
Sistema Renina-Angiotensina em animais tratados com Dexametasona (1mg/Kg/dia), utilizando
a técnica de Western Blotting no muasculo VE. A= Angiotensinogénio (AGT); B= Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA); C= Receptor tipo 1 de angiotensinall (AT1a); D= Receptor
tipo 2 de Angiotensinall (AT2); E= Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2); F= Receptor
de angiotensinal (1-7) (MAS). Grupos: sedentario controle (SC); sedentario tratado com
Dexametasona (SD), treinado controle (TC), treinado tratado com Dexametasona (TD).
SignificAncia: + vs sedentério p<0,05; entre () valor do n de cada grupo.
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No musculo TA a DEX determinou aumento de 270% na expressao do
MRNA do receptor AT1 e 175% do receptor MAS, por outro lado o treinamento
fisico ndo reverteu o aumento de receptor AT1, porém aumentou a expressao

do receptor AT2 (+142%) e do receptor MAS (+78%) (Fig. 10).
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FIGURA 10: mRNA dos componentes do Sistema Renina-Angiotensina em animais tratados
com Dexametasona por 10 dias (1mg/Kg/dia) normalizado por GAPDH no musculo TA. A=
Angiotensinogénio (AGT); B= Enzima Conversora de Angiotensina (ECA); C= Receptor tipo 1
de angiotensinall (AT1a); D= Receptor tipo 2 de Angiotensinall (AT2); E= Enzima Conversora
de Angiotensina 2 (ECA2); F= Receptor de angiotensinal (1-7) (MAS). Grupos: sedentario
controle (SC); sedentario tratado com Dexametasona (SD), treinado controle (TC), treinado
tratado com Dexametasona (TD). SignificAncia: * vs controle; p<0,05; entre () valor do n de
cada grupo.

Na Figura 11 pode-se observar que a DEX determinou reducédo de 5%
na producéo da proteina do receptor AT2 no musculo TA, que nao foi revertido

pelo treinamento (-13%, TD).



41

A B C

o, SRR . s | T

@ o L

= 0 0

o pd -

5o 2 2o

o o 100 c;% 100 S5 100

(= = 8=

S S o € o E

3 3 S0 59

[SIN 5 O 5 ©

58 50 O¢ 50 og %0

« 5° 5

£ 5 g

& 0 < 0 < 0

(9) (6) (10) (6) (®) (5) (10) (6) (10) (6) (10) (6)
= sc
= sD
D E F mTC

[

N

(=)

S
)

100
50
0

w ©® 1) @

[N
o
=]

=
1<)
t=3
=
a
t=]
Q

% controle
=
o
o

% controle
u
o

a
S
L

AT2 producédo protéica

ECAZ2 producéo protéica

MAS produgéo protéica
% controle

o
L

pren— ——
0 I I I I . i I i
o © @ @ ® @ 0 @

FIGURA 11: Valores das andlises quantitativas da producdo das proteinas dos componentes
do Sistema Renina-Angiotensina em animais tratados com Dexametasona (1mg/Kg/dia),
utilizando a técnica de Western Blotting no musculo TA. A= Angiotensinogénio (AGT); B=
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA); C= Receptor tipo 1 de angiotensinall (ATla); D=
Receptor tipo 2 de Angiotensinall (AT2); E= Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2); F=
Receptor de angiotensinal (1-7) (MAS). Grupos: sedentario controle (SC); sedentario tratado
com Dexametasona (SD), treinado controle (TC), treinado tratado com Dexametasona (TD).
SignificAncia: * vs controle; p<0,05; entre () valor do n de cada grupo.

No musculo SOL houve aumento 87% da expressédo génica de AGT no
grupo SD. Os animais treinados tiveram um aumento da expressédo de receptor
AT1(+32%) e ECA2 (+50%), no entanto o grupo TD também teve um aumento
de 155% de AGT, 53% de ECA e 51% de receptor AT1.
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FIGURA 12: mRNA dos componentes do Sistema Renlna—Anglotensina em animais tratados
com Dexametasona por 10 dias (1mg/Kg/dia) normalizado por GAPDH no musculo SOL. A=
Angiotensinogénio (AGT); B= Enzima Conversora de Angiotensina (ECA); C= Receptor tipo 1
de angiotensinall (AT1a); D= Receptor tipo 2 de Angiotensinall (AT2); E= Enzima Conversora
de Angiotensina 2 (ECA2); F= Receptor de angiotensinal (1-7) (MAS). Grupos: sedentario
controle (SC); sedentario tratado com Dexametasona (SD), treinado controle (TC), treinado
tratado com Dexametasona (TD). Significancia: * vs controle; p<0,05; entre () valor do n de
cada grupo.
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FIGURA 13: Valores das analises quantitativas da producao das proteinas dos componentes
do Sistema Renina-Angiotensina em animais tratados com Dexametasona (1mg/Kg/dia),
utilizando a técnica de Western Blotting no musculo SOL. A= Angiotensinogénio (AGT); B=
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA); C= Receptor tipo 1 de angiotensinall (AT1a); D=
Receptor tipo 2 de Angiotensinall (AT2); E= Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2); F=
Receptor de angiotensinal (1-7) (MAS). Grupos: sedentério controle (SC); sedentéario tratado
com Dexametasona (SD), treinado controle (TC), treinado tratado com Dexametasona (TD).
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Quanto a producdo proteica no musculo SOL ndo foi observada
nenhuma alteragéo significativa dos componentes do SRA (Fig. 13).

Foi no masculo FHL em que observamos efeitos mais significativos da
DEX, pois ela determinou reducédo do receptor AT2 (-20%), ECA2 (-33%) e
receptor MAS (-36%), apesar de que o treinamento também causou reducéo da
ECA2 (-16%) e receptor MAS (-27%). Os animais treinados e tratados com
DEX tiveram um aumento dos niveis de proteina ECA2 (+47%) no FHL quando

comparado com o SD.
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FIGURA 14: Valores das analises quantitativas da producao das proteinas dos componentes
do Sistema Renina-Angiotensina em animais tratados com Dexametasona (1mg/Kg/dia),
utilizando a técnica de Western Blotting no muasculo FHL. A= Angiotensinogénio (AGT); B=
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA); C= Receptor tipo 1 de angiotensinall (ATla); D=
Receptor tipo 2 de Angiotensinall (AT2); E= Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2); F=
Receptor de angiotensinal (1-7) (MAS). Grupos: sedentério controle (SC); sedentario tratado
com Dexametasona (SD), treinado controle (TC), treinado tratado com Dexametasona (TD).
Significancia: * vs controle; + vs sedentario; p<0,05; entre () valor do n de cada grupo.

® O @ @®

@8 sC
. SD
@ TC

W)
m
M

= =
o 13
=] =]

% controle
o
o

AT2 produgéo protéica
% controle

ECAZ2 produgéo protéica

MAS produgéo protéica
% controle




44

5 DISCUSSAO

Os principais resultados encontrados neste presente estudo foram que o
tratamento crénico com DEX determinou aumento da PA acompanhado de
aumento da glicemia de jejum e que o pré-condicionamento fisico aerébio
continuo na esteira foi efetivo em atenuar estas respostas. A pequena, mas
nao significativa atenuagéo da PA observada nos animais tratados com DEX e
losartan, associada por isoladas alteragOes das expressdes génicas e proteicas
dos componentes do SRA sugerem que o SRA tem pouca participacdo na
hipertenséo induzida pelo tratamento crénico com a DEX.

A DEX €& amplamente utilizada na clinica como antialérgico, anti-
inflamatdrio, no tratamento de asma, bronquite, enxerto e recentemente como
farmaco anti-emético pos-cirdrgico e protecdo contra delirios pOs cirurgia
cardiaca (HENCH et al.,, 1949; WARD et al., 1951; PANDA et al., 2004;
MADAN et al.,, 2005; SHIH e JACKSON, 2007; CARDOSO et al.,, 2013;
MARDANI E BIGDELIAN, 2013) no entanto, 0 seu uso cronico determina
alguns efeitos colaterais como hiperglicemia (RHEE et al., 2004; RAFACHO et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2008; GIOZZET et al., 2008, BAREL et al., 2010;
DIONISIO et al, 2014), perda de peso corporal (TONOLO et al., 1988; MONDO
et al., 2006; BECHTOLD et al., 2008; BAREL et al., 2010; DIONISIO et al,
2014), atrofia muscular (SEVERINO et al., 2002; MA et al., 2003; GILSON et
al., 2007; ZHAO et al., 2009; BAREL et al., 2010 e MARTUSCELLI et al., 2011,
DIONISIO et al, 2014) e aumento da pressao arterial (SUZUKI, et al., 1982;
DODIC et al., 1999; DODIC et al., 2006; MONDO et al., 2006).

Na presente investigacdo, a administracdo de DEX por 10 dias
promoveu um aumento de 132% na glicemia de jejum dos animais, 0 que
corrobora com os achados na literatura (RHEE et al., 2004; RAFACHO et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2008; GIOZZET et al., 2008, BAREL et al.,, 2010;
DIONISIO et al, 2014). Ja estd bem estabelecido que a hiperglicemia ocorra
devido a um reajuste metabdlico, o qual aumenta a oferta de glicose no sangue
(SAAD, 1994) e reduz a translocac¢ao do GLUT4 para a membrana (NICASTRO
et al.,, 2012), efeito este que pode ser obtido por alteragbes nas proteinas

responsaveis por captar glicose, tanto em vias dependentes como
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independentes de insulina (DIONISIO et al, 2014 e dados do laboratério ainda
nao publicados), que vao culminar no desenvolvimento de uma resisténcia
periférica a insulina (WEISTEIN et al., 1995; RAFACHO et al., 2007; SANTOS
et al., 2007; GIOZZET et al., 2008; DIONISIO et al, 2014). Por outro lado, os
animais tratados que realizaram treinamento aerobio prévio apresentaram um
menor aumento da glicemia de jejum, quando comparados com seus controles
treinados (+60%, p>0,05), concordando com os achados de Barel et al. (2010)
e Dionisio et al. (2014). Portanto, o treinamento foi eficiente em atenuar o
aumento de glicose causado pela DEX. Tem sido demonstrado que o exercicio
fisico aumenta a expressao de proteinas responsaveis pela captacdo de
glicose independente de insulina, tais como AMPk e CaMKIl (JENSEN e
GOODYEAR et al.,, 2005), que poderiam estar contribuindo de forma
significativa para a facilitacdo de translocacdo de GLUT4 para a membrana
(NICASTRO et al.,, 2012) e consequentemente para a atenuagcdo de
hiperglicemia induzida pela DEX. Recentemente observamos em nosso
laboratdrio que o treinamento fisico aerdbio previne a reducdo das proteinas p-
AMPKa2, AMPK e CaMK Il (dados ainda ndo publicados) e de IRS-1 e AKT
(DIONISIO et al, 2014) envolvidas na translocacdo de GLUT4 na musculatura
esquelética.

Outro efeito colateral comumente observado apoOs tratamento cronico
com DEX e confirmado nesta presente investigacdo foi a reducdo do peso
corporal. Os animais tratados com DEX tiveram 21,7% do seu peso corporal
reduzido, no entanto o treinamento aerdbio ndo foi eficiente em prevenir e/ou
atenuar essa perda, pois 0s animais treinados e tratados tiveram uma perda de
peso corporal (19,7%) similar aos sedentarios. Esta resposta insuficiente do
treinamento fisico ja havia sido observada anteriormente, tanto quando o treino
era realizado prévia e concomitante (BAREL et al., 2010 e DIONISIO et al.,
2014) quanto simultaneamente ao tratamento (AHTIKOSKI et al., 2004;
PINHEIRO et al., 2009) ou mesmo quando o tipo de exercicio era resistido
(NICASTRO et al., 2012; MACEDO et al, 2013). A perda de peso pode ser
explicada por reducdo generalizada de peso muscular nos animais tratados
(GILSON et al., 2007) ou por reducao na ingestao alimentar (SANTOS et al.,
2007; NICASTRO et al.,, 2012; MACEDO et al.,, 2013; ), que pode ser
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controlada pela alteracdo na liberagdo de leptina e grelina (TULIPANO et al.,
2007; JHANG et al., 2008), hormdnios que controlam a fome e a saciedade,
respectivamente. Os resultados do presente trabalho ainda mostram que o
bloqueio dos receptores AT1 nao impediu a reducédo de peso corporal nos
animais tratados com DEX.

Esta reducdo de peso corporal € quase sempre acompanhada por
reducdo expressiva no peso muscular. Como mostrado no presente trabalho,
houve reducédo de 22,7% do peso muscular do TA e 30,4% no musculo FHL,
mas nado houve alteracdo dos musculos SOL e VE. Estas respostas se
respaldam na premissa de que a DEX atua preferencialmente em musculos de
fibras brancas como € o caso do musculo TA e FHL (FALDUTO et al., 1990,
NAVA et al., 1996). O tratamento com losartan ndo impediu a reducéo de peso
muscular observada apos tratamento com DEX. No entanto, os resultados
mostram que a reducdo de peso muscular induzida pela DEX foi menor nos
animais previamente tratados com losartan quando comparados com 0s que
nao foram tratados com losartan, principalmente para o masculo FHL (-22,7% e
-30,45%, para TA e FHL sem losartan e -21,26% e -16,29% para 0os com
losartan).

Esta menor perda muscular nos animais tratados com DEX e losartan
pode ser devido ao bloqueio do receptor AT1, que, quando estimulado pela
Ang Il, ativa uma série de fatores que podem levar a estimulacao de citocinas
pro-inflamatérias como o TNF-q, IL-1 e IL-6 (HILGERS et al., 2000; GARCIA,
2010; CAPETTINI et al., 2012; YOSHIDA et al.,2013), as quais por sua vez
podem ativar a atrogina e a MuRF-1 que sado proteinas atroficas (SEENE et al.,
2003; ACHARYYA et al., 2004; DEKELBAB et al., 2007). Portanto, ao bloquear
a acao da Angll, o estimulo atréfico pode ter sido reduzido. No entanto, mais
estudos sao necessarios para maior entendimento desta prevencédo da reducao
do peso muscular no FHL e nos outros musculos ndo avaliados no presente
estudo.

O principal objetivo do presente trabalho era investigar se o pré-
condicionamento fisico poderia atenuar o aumento de PA induzido pelo
tratamento crénico com DEX. Quando os animais foram tratados com a dose

de 1mg/Kg por dia de DEX, pode-se observar o aumento persistente de PA,
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confirmando os achados anteriores do laboratério (apresentados em forma de
resumo, ainda nao publicados).

O aumento da PA é um importante efeito colateral observado tanto em
humanos quanto em animais tratados com DEX (SUZUKI, et al., 1982; DODIC
et al., 1999; DODIC et al., 2006; MONDO et al., 2006; ROY et al, 2009; BAREL,
2010; AMARAL et al., 2010; ONG et al., 2013) e alguns autores tém sugerido
gue este aumento de PA induzido pela DEX seja determinado por alteracdes
genéticas, uma vez que seus efeitos sdo observados também em geracfes
subsequentes (DODIC et al., 1999; WYRWOLL et al., 2007; BECHTOLD et al.,
2008; ROGHAIR et al., 2008). Os resultados do presente estudo mostram que
10 dias de tratamento com DEX séo efetivos para aumentar significativamente
os valores de PA em cerca de 18 mmHg. O que corrobora com Ong et al.
(2013), que demonstraram que até mesmo baixas doses (10ug/rato/dia) dessa
droga pode causar aumento significativo da PAS no 10° dia de tratamento.

Varios tém sido os mecanismos sugeridos para contribuir no aumento de
PA induzido pela DEX, no entanto, os resultados ndo sao conclusivos. Dentre
0s varios mecanismos citados, estdo a reducdo do NO, aumento do estresse
oxidativo e a reducdo do fator atrial natriurético (TONOLO et al., 1988;
WALLERATH et al.,, 1999; GUARINO et al.,, 2001; ZHANG et al., 2004;
MONDO et al., 2006; ONG et al., 2008). A ativacdo do SRA também tem sido
implicada como determinante no aumento de PA induzido pela DEX, uma vez
gue Suzuki et al. (1982) observaram que o tratamento prévio com SQ14225
(inibidor da ECA) atenuava o aumento da PA induzido pelo tratamento de 7
dias com DEX (2mg/L na agua). Da mesma forma, Roy et al. (2009) mostraram
gue os animais tratados com 35ug/100g de DEX oralmente por 15 dias
apresentaram aumento de PA atenuado quando os animais foram tratados com
losartan, sugerindo que 0 SRA seja um dos mecanismos responsaveis por este
aumento da PA.

Um dos primeiros objetivos da presente investigacao era determinar se 0
aumento da PA induzido pela DEX envolvia a participacdo do SRA. Neste
sentido foram analisadas as expressdes génicas e niveis proteicos dos
componentes do SRA: Renina, AGT, AT1, AT2, ECA, ECA-2 e MAS na

musculatura cardiaca e esquelética apdés 10 dias de tratamento com DEX. Os
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resultados do presente estudo revelaram que o tratamento crénico com DEX
nao promoveu nenhuma alteragdo significativa na expressdo génica dos
componentes do SRA no miocéardio dos animais. No entanto, na musculatura
esquelética observamos que a DEX determinou aumento da expressao génica
do receptor AT1 e MAS no TA e aumento de AGT no SOL. A expressao génica
€ o primeiro sinal para formacdo da proteina, a qual é controlada por outras
sequéncias de DNA (a partir de um estimulo) que ativam o gene, informando o
momento no qual se deve expressar e em que intensidade (FARAH, 2007).
Para ter certeza se esses componentes estavam sendo transcritos em
proteina, foi feita a quantificacdo proteica pela técnica de western blotting que
nos proporcionou um resultado diferente do que estava sendo mostrado no
PCR em tempo real. Os resultados do presente estudo nos revelaram que a
DEX néo alterou os componentes do SRA no VE e SOL, porém reduziu o
receptor AT2 no musculo TA e FHL, além de reduzir ECA2 e receptor MAS no
FHL. Essa maior quantidade de respostas proteicas nos musculos de fibra
branca (TA e FHL) pode ser pelo fato da DEX agir preferencialmente em
musculos de fibra branca (FALDUTO et al., 1990, NAVA et al., 1996).
Trabalhos em cultura de células tém mostrado que a DEX causa
aumento na expressao do mRNA da ECA e do AT1 e que dependendo da dose
e do tempo haveria maior ou menor expressao destes mRNAs (SATO et al.,
1993; SHELAT et al., 1999; BARRETO-CHAVES et al., 2001). Concordando
com uma maior ativacdo do SRA, Hackenthal e Klett (1993) e Aubert et al.
(1997) mostraram aumentos de AGT apds tratamento com DEX em cultura de
células. Masuzaki et al. (2003) demonstraram em camundongos transgénicos
com super expressao de 11R3-HSD1 no tecido adiposo (enzima responsavel
pela reducdo de cortisona em cortisol), aumento significativo de PA que foi
reduzida apds tratamento com um antagonista do AT1 (GA0113). Nestes
animais, estes autores observaram aumento de AGT, Angll, renina e
aldosterona no plasma, aumento de AGT nos adipdcitos do mesentério e
nenhuma alteracéo no rim, aorta e figado. Até o presente momento nao existe
na literatura trabalhos demonstrando os efeitos da DEX nos componentes do
SRA na musculatura esquelética. Em conjunto com os achados do presente

estudo, estes resultados sugerem que os efeitos da DEX sobre o SRA ainda
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nao estdo totalmente elucidados e as respostas podem ser diferentes
dependendo do tecido avaliado, da dosagem e forma de administracdo da
droga.

Uma vez que os resultados do presente trabalho sugerem que o SRA
ndo esteja sendo o principal componente responsavel pelo aumento da PA
neste modelo estudado (dosagem, via de administracdo da droga), é possivel
pensar em outras hipGteses, ou seja, talvez a DEX esteja agindo sobre
receptores mineralocorticoides, como demonstrado por outros autores
(KROZOWSKI e FUNDER, 1983; ARRIZA et al.,1987; RAFIQ et al., 2011). Esta
acao da DEX nos receptores de mineralocorticoides, apesar de alguns autores
sugerem que seja desprezivel, poderia aumentar a acdo da aldosterona e
consequentemente aumentar a PA. Neste sentido, Mihailidou et al. (2009)
mostraram que o tratamento de ratos infartados com DEX determinou aumento
da isquemia no coracédo, no entanto, quando o receptor de mineralocorticoide
foi bloqueado, este aumento da isquemia foi prevenido, 0 que ndo ocorreu
guando o receptor de glicocorticoide foi bloqueado. Tem sido mostrado também
gue a maior liberacdo de aldosterona no organismo devido a um adenoma
pode causar aumentos da PA, aumento este controlado quando administrado o
antagonista de aldosterona (PAPPA et al., 2012). Outro mecanismo que pode
estar contribuindo para o aumento da PA € a vasopressina (IIJIMA e MALIK,
1988; MURASAWA et al., 1995). Murasawa et al. (1995) mostraram que 0s
animais quando tratados com Dexametasona apresentam um aumento na
expressao génica do receptor de vasopressina V1 no musculo liso da aorta. No
entanto, quando foi administrado bloqueador ganglionar (hexametbnio) e
inibidor da ECA (MK 421) a PA dos animais tratados com DEX foi reduzida,
assim como dos animais que receberam veiculo. Por outro lado, quando estes
animais receberam o0 antagonista do receptor de vasopressina V1
(d(CH2)5Tyr(Me)AVP) apenas os animais tratados com DEX tiveram a PA
reduzida.

Os resultados do presente estudo revelaram que o exercicio fisico
aerobio, realizado previamente ao tratamento com a DEX, foi eficiente em
atenuar o aumento da PA nos animais tratados, o que concorda com 0s

achados prévios de nosso laboratério. Os animais treinados que receberam o
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tratamento tiveram uma resposta de aumento de PA 40% menor que 0S
sedentarios, demonstrando claramente a resposta benéfica do exercicio fisico
para atenuar este efeito colateral da DEX.

O segundo objetivo da presente investigacdo era determinar se a
reducdo de PA induzida pelo pré-condicionamento aerébio estava associada
com a alteragdo dos componentes do SRA. Os animais treinados que
receberam o tratamento com DEX apresentaram reducdo significativa da
expressdo génica de ECA e ATl quando comparado com os treinados
controles (no musculo VE), no entanto a expressao destes componentes nao
foi diferente daquela observada nos animais sedentérios tratados. Por outro
lado, no musculo TA os animais tratados e treinados tiveram aumento do
MRNA do receptor AT2 e MAS que nao foram transcritos em proteina. Este
resultado mostra que o treinamento aerobio ndo conseguiu reverter a reducao
do receptor AT2 determinado pela DEX. No muasculo SOL observamos que
apenas o treinamento aumentou as quantidades de mRNA do receptor AT1 e
ECA2. Quando tratado com a DEX também houve aumento do mRNA do
receptor AT1, AGT e ECA, no entanto, esses componentes nao foram
transcritos em proteina. O treinamento determinou reducao proteica da ECA2 e
do receptor MAS no musculo FHL. Por outro lado o exercicio aerdbio foi
eficiente em reverter a queda e aumentar a quantidade da ECA2 no grupo TD
neste musculo. Apesar do exercicio aerébio ser eficiente em aumentar os
niveis proteicos da ECA2, foi apenas em um musculo. Assim, sugere-se que a
reducdo da PA, causada pelo exercicio fisico, ndo parece ser devido a
alteracdes no SRA.

O exercicio fisico aerdébio de baixa intensidade vem sendo amplamente
recomendado pelas sociedades de hipertensdo como coadjuvante no
tratamento de hipertensédo, principalmente por apresentar efeitos tanto agudos
guanto cronicos na PA (ACSM, 2004, VI DBH, 2010 e MANCIA et al., 2013).
Véarios sdo os mecanismos sugeridos para a reducdo de PA, entre eles a
reducado da resisténcia vascular periférica local, por meio de reducéo da razéo
parede-luz de arteriolas da musculatura esquelética (AMARAL et al., 2000;
AMARAL et al., 2001; MELO et al., 2003; AMARAL et al., 2011; MAIORANA et
al., 2011; ROSSONI et al., 2011), aumento da biodisponibilidade de NO
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(BARBOSA et al., 2013; Cocks et al., 2013; FARAH et al., 2013), reducédo da
atividade nervosa simpatica (LATERZA et al., 2007; CAVALCANTI et al., 2009;
MARTINEZ et al., 2011; ANTUNES-CORREA et al., 2010), melhora do controle
barorreflexo (BRUM et al., 2000; LATERZA et al., 2007; MOUSA et al., 2008;
MARTINEZ et al., 2011). Em relag&o ao SRA, alguns autores tém demonstrado
gue o treinamento fisico pode trazer alguns efeitos benéficos. Fernandes et al.
(2011) demonstraram reducdo das quantidades da proteina ECA e AGT,
aumento da ECA2, AT2 e AT1l apds treinamento em natacdo com ratos
normotensos, alteracdes estas relacionadas com a hipertrofia cardiaca
causada pelo exercicio, no entanto, estes autores observaram aumento na
guantidade de ECA e de renina no soro. Um treinamento de natacéo realizado
em ratos obesos determinou reducdo da atividade da ECA, reducdo nas
guantidades de Ang Il e AT2, e aumento de ECA2 no VE (BARRETTI et al.,
2012). Da mesma forma, Guimardes et al. (2012) demonstraram que
camundongos que treinaram natacao tiveram um aumento de Ang (1-7) no
sangue e no VE. Concordando com estes resultados, os animais controles do
presente estudo, que realizaram treinamento aerdbio, apresentaram aumento
na expressao de mRNA da ECA e do receptor AT1 em relacdo ao grupo
sedentario, e acredita-se que este aumento possa facilitar uma resposta de
angiogénese, uma vez que sua PA nao foi alterada. A relacdo entre SRA,
exercicio fisico, VEGF e angiogénese vem sendo confirmada por varios
autores, uma vez que o bloqueio dos receptores AT1 ou da ECA impede a
angiogénese induzida por exercicio (PAPANEK et al., 1996; CHUA et al., 1998;
AMARAL et al., 2008; JI et al., 2012; NAPOLEONE et al., 2012). Interessante
observar que o0s animais treinados que receberam a DEX apresentaram
reducdo dos receptores AT1 e ECA quando comparados aos controles, o que
concorda com os achados de Barel et al.,, (2010) pois estes autores
observaram que a DEX reduzia a producéo proteica de VEGF no miocérdio e o
treinamento prévio ndo atenuava esta reducdo. No entanto, nenhum dos
trabalhos que investigaram o SRA utilizaram o modelo de hipertensdo com
DEX.

Por fim, o Ultimo objetivo era verificar se o losartan (bloqueador do

receptor AT1) inibia o aumento de presséo arterial desencadeado pela DEX.
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Os resultados revelaram que a PA nao foi atenuada pelo tratamento cronico
com losartan, sugerindo assim que o aumento de PA n&o envolva a agédo da
Ang Il no seu receptor AT1. Mais estudos sdo necessarios para se avaliar se a
dose de losartan usada neste trabalho foi insuficiente para a reducgéo
significativa de PA. Frente aos resultados de expressdo génica e producéo
proteica dos componentes do SRA apdés tratamento crénico com DEX, parece
mesmo que o aumento de PA observado nos animais seja mediado uma
pequena parte pela reducdo dos componentes vasodilatadores do SRA nos
musculos esqueléticos (TA e FHL) e uma grande parte por outros mecanismos
nao avaliados no presente estudo. No entanto, a atenuagcdo do aumento da PA
pelo exercicio aerébio em esteira parece ndo envolver uma participacdo do
SRA, além pelo fato dele aumentar a ECA2 em apenas um musculo, 0 que néo

contribui o suficiente para reduzir a PA do animal.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o SRA nédo seja o
principal mecanismo envolvido no aumento da PA neste modelo de hipertenséo

induzida pela DEX.
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