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Resumo

A rigidez arterial é reconhecida como marcador preditivo de futuras doencas
cardiovasculares e pode ser analisada pela velocidade da onda de pulso (VOP). Por outro
lado, o treinamento fisico combinado (TFc) vem se destacando como estratégia ndo
farmacoldgica promissora na prevencdo da rigidez arterial induzida por dexametasona
(DEX). Além disso, sabe-se também que a DEX causa disbiose intestinal, portanto, o
objetivo deste estudo foi investigar qual o impacto da inflamagé@o oriunda da disbiose
intestinal na rigidez arterial e como o TC e o probidtico podem previr a rigidez arterial
induzida por DEX. Hipdtese deste trabalho é que as alteracdes da microbiota intestinal
estdo envolvidas na rigidez arterial induzida por dexametasona e que o treinamento fisico
combinado, associado ou nao a suplementacdo com probidtico, atenua a rigidez arterial
induzida pelo tratamento crénico com Dexametasona por atenuar a formagéo de coladgeno
na artéria aorta. Foram usados 143 Ratos Wistar (200-250q) divididos em 8 grupos:
sedentario controle (SC, n=18), sedentério probiotico (SP, n=19), sedentario DEX (SD,
n=22), sedentario DEX probiotico (SPD, n=20), treinado controle (TC, n=10), treinado
probidtico (TP, n=14), treinado DEX (TD, n=15) e treinado probiético DEX (TPD, n=13).
Os ratos foram suplementados com probidtico (Yakult®, 2ml/65¢g via gavagem) ou dgua
e submetidos ao TFc (esteira e escada em dias alternados, 60% da capacidade fisica
méaxima) durante 74 dias ou mantidos sedentarios. Durante os Ultimos 14 dias, 0s ratos
foram tratados com DEX (50ug/kg por dia, s.c.) ou salina concomitante as demais
intervencdes. Foi avaliada a velocidade de onda de pulso (VOP), presséo arterial (PA),
analise espectral e quantificacdo densitométrica de proteinas de matriz extracelular na
aorta, bem como biomarcadores plasmaticos inflamatérios. Os resultados sao
apresentados como média £ erro padrdo da média (EPM). Foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) e as amostras que apresentaram diferencas significativas foram
analisadas pelo post-hoc de Tukey, com (p< 0,05). A DEX causou aumento da VOP
(+68%) e a LF (+126%) para SD vs SC, a suplementacdo e/ou o TF combinadopreveniram
esse aumento (-39%, -33%, -38% e -44%, -88%, -64%), para SPD, TD e TPD vs SD para
VOP e LF, respectivamente. A DEX aumentou a expressao das proteinas COL-3 (+59%),
TGF-B1 (+59%), TGFR2B (+103%), p-SMAD2/3/SMAD2/3(+41%) e ambos probidtico
e TFc preveniram o aumento Quanto a quantificacdo das proteinas do célon distal, a DEX
causou diminuicdo de claudina-1 (-53%) e aumento de ocludina (+161%), e a
suplementacdo e/ou o TF combinado preveniram essa resposta caludina-1 (SP = +84%e
TPD +16% vs SC e SD, respectivamente). Por fim, os biomarcadores inflamatérios, ndo
apresentaram diferenca significativa. O presente estudo sugere que exista um papel
importante da microbiota intestinal no aumento da rigidez arterial induzida pela DEX pela
prevencdo do aumento do simpético e ndo pela inflamagdo. E 0 TFc demonstrou ser tio
eficaz quanto a suplementacdo com probidtico na atenuacdo do aumento da VOP.

Palavras chave: treinamento fisico combinado, velocidade de onda de pulso,
glicocorticoides, disbiose intestinal.



Abstract

Arterial stiffness is recognized as a predictive marker of future cardiovascular diseases
and can be assessed by pulse wave velocity (PWV). On the other hand, combined training
(CT) has emerged as a promising non-pharmacological strategy in preventing
dexamethasone (DEX)-induced arterial stiffness. Moreover, DEX is known to cause
intestinal dysbiosis. Therefore, the aim of this study was to investigate the impact of
inflammation resulting from intestinal dysbiosis on arterial stiffness and how CT and
probiotic supplementation can prevent DEX-induced arterial stiffness. The hypothesis of
this work is that alterations in the intestinal microbiota are involved in DEX-induced
arterial stiffness and that CT, with or without probiotic supplementation, attenuates
arterial stiffness induced by chronic DEX treatment by reducing collagen formation in
the aorta. 143 Wistar rats (200-250g) were divided into 8 groups: sedentary control (SC,
n=18), sedentary probiotic (SP, n=19), sedentary DEX (SD, n=22), sedentary DEX
probiotic (SPD, n=20), trained control (TC, n=10), trained probiotic (TP, n=14), trained
DEX (TD, n=15), and trained probiotic DEX (TPD, n=13). The rats were supplemented
with probiotic (Yakult®, 2ml/65g via gavage) or water and subjected to CT (treadmill
and ladder, on alternate days, at 60% of maximum physical capacity) for 74 days or
remained sedentary. During the last 14 days, the rats were treated with DEX (50ug/kg per
day, s.c.) or saline concomitant with the other interventions. PWV, blood pressure (BP),
spectral analysis, densitometric quantification of extracellular matrix proteins in the aorta,
as well as plasma inflammatory biomarkers, were evaluated. The results are presented as
mean + standard error of the mean (SEM). Analysis of variance (ANOVA) was used, and
samples showing significant differences were analyzed by Tukey's post hoc test, with (p<
0.05) considered significant. DEX caused an increase in PWV (+68%) and LF (+126%)
for SD vs SC, while supplementation and/or CT prevented this increase (- 39%, -33%, -
38% and -44%, -88%, -64%) for SPD, TD, and TPD vs SD for PWV and LF,
respectively. DEX increased the expression of COL-3 (+59%), TGF-B1 (+59%),TGFR2B
(+103%), p-SMAD2/3/SMAD2/3 (+41%), and both probiotic and CT preventedthe
increase. Regardingquantification of proteins in the distal colon, DEX caused a decrease
in claudin-1 (-53%)and an increase in occludin (+161%), and supplementation and/or CT
prevented this response for claudin-1 (SP = +84% and TPD +16% vs SC and SD,
respectively). Finally, no significant differences were observed in inflammatory
biomarkers. The present study suggests that the intestinal microbiota plays an important
role in the increased arterial stiffness induced by DEX through prevention of sympathetic
activity rather than inflammation. Furthermore, CT was shown to be as effective as
probiotic supplementation in attenuating the increase in PWV.

Keywords: combined training, pulse wave velocity, glucocorticoids, intestinal dysbiosis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Sistema Cardiovascular.

De acordo com os dados epidemioldgicos da 82 Diretriz Brasileira de Hipertens&o,
estima-se que cerca de 30% da populacdo adulta brasileira seja hipertensa. Cerca de 27,3%
da populacdo brasileira morrem de doengas Cardiovasculares (BARROSO et al., 2020).
Neste sentido, faz-se necessdrio a busca por estratégias farmacoldgicas e néo
farmacologicas no tratamento de patologias cardiovasculares.

O sistema cardiovascular € composto pelo coracdo, por artérias, arteriolas,
capilares, vénulas e veias, compondo assim a circulacdo sisttmica e a circulacdo
pulmonar vascular, respectivamente. E responsavel pela distribuicio sanguinea,
transportando o sangue para o0s tecidos, levando oxigénio, nutrientes, fatores de
coagulacao, horménios e células de defesa. Por conseguinte, também é responsavel pela
remocdo de didxido de carbono e produtos finais do metabolismo, sendo recolhidos e
conduzidos pelas veias e vénulas até os locais de excrecdo (AIRES, 2011; HAMRELL,
2018). Para que isso aconteca, 0s vasos possuem a capacidade de contrair/relaxar
(vasoconstricao/vasodilatacdo) em resposta a sinais locais, hormonais ou neurais, além de
exibirem a capacidade de permanecer contraidos por longos periodos em baixos niveisde
consumo de energia, 0 que 0 torna importante para manter as fungdes cardiovasculares
basais, através da manutencdo do tdnus vascular e, consequentemente, da pressao arterial
(BERNE & LEVY, 1992).

Os vasos sanguineos sdo estruturalmente compostos por trés camadas basicas: a
camada interna ou intima consiste de uma nica camada de células endoteliais sobre uma
lamina basal ou lamina eléstica interna que separa a intima da média. O endotélio, tem a
capacidade de liberar ou inibir substancias relacionadas a inflamacdes locais, coagulacao
sanguinea, agregacdo de plaquetas e outras situacdes pertinentes ao sistema vascular;
Tdnica média, que € uma camada intermediaria e que esta presente em boa parte das
artérias (principalmente as de maior calibre). Possui importante fungdo na manutencao da
arquitetura da parede vascular, em resposta a deformacdo causada pela onda de pulso
determinada pela sistole cardiaca devido aos componentes do tecido conjuntivo que é
composto por fibrilas de elastina, que sao flexiveis, e fibrilas de colageno, que séo rigidas
e componentes da matriz extracelular tais como: proteoglicanos e glicoproteicas
estruturais (LEE et al., 2019). Essa estrutura permite que a matriz extracelular suporte

grandes forcas ou distensbes, sendo responsavel pela curva de comprimento-tensdo



passiva observada em tecidos relaxados. Além disso, essa matriz também tem um papel
na limitacdo do volume do o6rgdo. Por fim, ao redor da camada média, encontra-se a
camada adventicia, constituida de tecido conectivo frouxo com fibroblastos, colageno,
elastina e substancia fundamental (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999). Portanto, a
adventicia, que é encontrada apenas nas artérias maiores do organismo e também pode
ser chamada de tunica externa, justamente por ser a camada mais exterior, pode ser
encontrado tecido predominantemente conjuntivo, além de alguns filetes nervosos e
também vasculares, que servem para inervar e irrigar essas artérias (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 1999). A aorta, em especial, € uma artéria de condutancia e designa maior
complacéncia (distensibilidade) devido a sua capacidade elastica, para suportar grandes
pressdes exercidas a sua parede a cada ejecdo sanguinea realizada pelo coracdo. Desta
forma, a integridade das camadas da artéria aorta é de suma importancia para distribuicao
sanguinea adequada aos tecidos. Ja as arteriais adjacentes, como as artérias carétida,
femoral e renal, sdo comumente chamadasde vasos de resisténcia que encaminham e
distribuem o fluxo sanguineo para diferentes tecidos. Além disso, a carétida também
possui importante fungdo no controle momento amomento da pressdo arterial (PA).
Portanto, quaisquer mudancas na estrutura destes vasos, consequentemente acarretar
alteracdes funcionais do coracdo, sobretudo, reduzindo ou aumentando a PA (BERNE &
LEVY, 1992; AIRES, 2011).

Dois componentes desempenham um papel crucial: as proteinas da matriz
extracelular, que suportam a carga mecanica, e as células musculares lisas vasculares,
responsaveis por regular a contracdo de actina-miosina e mediar a mecanotransducéo na
homeostase entre as células e a matriz extracelular. Para o funcionamento adequado do
sistema vascular, é essencial manter as proteinas da matriz extracelular. As células
vasculares tém a capacidade de sintetizar e secretar proteinas, como colageno, elastina e
proteoglicanos, que compdem essa matriz (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999;
SEHGEL et al., 2015). Hormonios, fatores de crescimento e cargas mecanicas sao
considerados fatores cruciais no equilibrio da producdo dessas proteinas na matriz, pois
podem influenciar a elasticidade ou rigidez dos vasos. Portanto, um desequilibrio na
producdo dessas proteinas na matriz pode resultar em maior rigidez e, consequentemente,
comprometer a saude cardiovascular (BERNE & LEVY, 1992; LEE et al., 2019).

Nos altimos anos tem sido demonstrado que a Hipertensdo Arterial (HA) vem sendo
considerada a doenga cardiovascular de maior risco remanescente de vida em ambos 0s
géneros, diversas idades e etnias, podendo estar muitas vezes associada ao aumento da
rigidez arterial (LAKATTA et al., 2013).
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1.2.Rigidez Arterial

A rigidez arterial € um complexo fenémeno caracterizado pela diminui¢do acentuada
da distensibilidade das artérias e seu aumento vem sendo considerado parte do processo
natural de envelhecimento (P1ZZlI et al., 2006; ZHANG et al., 2014). A determinagéo da
rigidez arterial geralmente ¢ feita pela medicdo da velocidade da onda de pulso em um
segmento arterial (VOP), como a aorta. Com o envelhecimento vascular, ocorre um
aumento da VOP, que por sua vez, diminuir a perfusdo dos orgéos alvos.
Consequentemente, a rigidez da aorta estéa ligada ao aumento da carga apds a contragao
do ventriculo esquerdo e a diminuicdo da pressdo media de perfusdo coronariana
(LEUNG et al., 2006), que ocorre principalmente durante o periodo de relaxamento
cardiaco, a diastole. Essas alteracdes resultam em aumento da massa muscular do
ventriculo esquerdo (YUCEL et al., 2015), piorando o suprimento sanguineo para o
musculo cardiaco e aumentando a pressdo nas paredes vasculares (TOWNSEND et al.,
2015). Essa condicdo, por sua vez, fortalece a associacdo com futuros eventos e doencas
cardiovasculares (CHOW et al., 2015; TOWNSEND et al., 2015; HIGGINS et al., 2023).

No entanto, tem sido demonstrado que, embora o envelhecimento provoque um
aumento da rigidez arterial (AVOLIO et al., 1983; LAKATTA et al., 2013; MIKAEL et
al., 2017), fatores extrinsecos tais como o estresse, ingestdo de alimentos hipercaloricos
ou ricos em sal, aumento de espécies reativas de oxigénio, dentre outros e diversas
patologias como doencas inflamatdrias, disbiose intestinal, aterosclerose, doenca renal
cronica, diabetes, sindrome metabolica e hipertensdo arterial contribuem para o aumento
da rigidez arterial (MENI et al., 2018; YONG et al., 2018 e 2019; STONER et al., 2020;
INSERRA et al., 2021; MANDIGERS et al., 2022; HIGGINS et al., 2023). Devido a esta
extensalista de fatores que predispde a reducdo da complacéncia vascular, a medida de
rigidez arterial vem sendo clinicamente considerada como um importante preditor de
risco cardiovascular (LAKATTA etal., 2013; TOWNSEND et al., 2015; ECOBICl et al.,
2017). Blacher et al. (1999) ja haviam sugerido neste estudo que a medida de rigidez da
artéria aorta poderia ser um preditor de mortalidade, pois individuos em estagio final de
doenca renal, que apresentaram maior indice de mortalidade, apresentaram a VOP maior
que >12,0 m/s. Em concordancia, varios estudiosos que 0s sucederam sugeriram que a
VVOP seria um importante preditor de eventos e doencas cardiovasculares (SCHILLACI et
al., 2012; LUFT et al., 2012; ERSHOVA et al., 2016;; THOMAS et al., 2022). No estudo
de Baltimore, entre os 306 individuos inicialmente normotensos, 34% desenvolveram
hipertensdo ao longo de um acompanhamento médio de 4,3 anos. Foi observado que a
VVOP foi um preditor independente de hipertensdo, com um aumento de 10% na incidéncia
de hipertensdo para cada acréscimo de 1m/s na VOP (NAJJAR et al., 2008).
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Esta rigidez arterial pode ser causada primariamente por fibrose excessiva ou
elasticidade reduzida, com aumento associado da deposicdo de colageno, aumento da
fragmentacgéo e/ou degeneragéo da fibra de elastina, necrose medial laminar, calcificagéo
e reticulacdo de moléculas de colageno por produtos finais de glicagdo avancada
(BRASSELET et al., 2005; HARVEY et al., 2016) nas camadas intima, média e
adventicia do vaso. O colageno e a elastina sdo especialmente importantes para manter o
bom funcionamento dos vasos e estdo localizados na matriz extracelular (JUNQUEIRA
E CARNEIRO, 1999). As fibrilas de elastina, possuem a capacidade de flexibilidade,
enquanto que as fibrilas de colageno, possuem a capacidade de rigidez, sendo assim,
podem determinar a rigidez arterial.

No entanto, alteraces no endotélio do vaso também podem contribuir para
comprometer a distensibilidade dos vasos. Neste caso, um desbalango entre substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras derivadas do endotélio, pode comprometer o
relaxamento e/ou contracdo dos vasos (CARVALHO et al., 2001). Neste sentido, para
analisar a rigidez arterial é preciso avaliar as diversas vias de sinalizacdo que podem
influenciar na estrutura e funcionalidade vascular. Dentre elas podemos citar os fatores
neurais, hormonais e locais. Muitos fatores vasoativos ativam as vias pro-fibroticas, como
o0 sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), endotelina-1 (ET-1), espécies reativas
de oxigénio (EROs) e sistema nervoso simpatico (SNS). Neste sentido, Dab et al. (2012),
ao investigarem o papel do SNS e do SRAA na sintese das proteinas colagenol, Il e
elastina na aorta de ratos normotensos, demonstraram que a infusdo de noradrenalina
estimulou a sintese de COL3 via receptor B e de Elastina via receptores ale a2 (ap6s
bloqueios destes receptores). Além disso, demonstraram que a infusdo de Angiotensina
I1 (Ang 1) aumentou a sintese de COL 3 e reduziu a sintese de elastina, ambos os efeitos
via receptor AT1. Recentemente de Paula et al. (2023) demonstraram que 0 uso cronico
de Dexametasona promoveu aumento da rigidez arterial, além de demonstrarem
correlacdo positiva com o aumento da produgdo da proteina Colageno 3 (COL 3) na
artéria aorta de ratos tratados (DE PAULA et al., 2023), porém 0s mecanismos envolvidos
na sintese de colageno 3 nao foram investigados.

O SRAA além de promover producdo de colageno, quando ANG 11 se liga ao receptor
AT1 (DAB et al., 2012), também é capaz de induzir, por meio da Ang Il, a ativagdo da
p38 e proteinas-quinase ativadas por mitdgenos (MAPK), promovendo progressiva
fibrose em vasos de idosos e cardiopatas (WEIGERT et al., 2002; LI et al., 2011; HSIEH
et al., 2012; CARVER et al., 2015). Outro horménio envolvido na fibrose vascular é
aldosterona que, apesar de desempenhar papel importante no controle de filtrados no
glomérulo renais, principalmente na regulacdo do balanco eletrolitico, também tem sido
implicada no aumento da rigidez arterial (SAVOIA et al., 2008; KRUG et al., 2010;
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HARVEY et al., 2016). Savoia et al. (2008) demonstraram que ratos submetidos a infuséo
de aldosterona apresentaram aumento da PA média, bem como aumento da area
transversal da camada média da aorta, a qual estava associada com o aumento do colageno
tipo 1, determinando assim aumento da rigidez arterial. Posteriormente esta resposta foi
confirmada ap6s o tratamento com antagonista do receptor de mineralocorticoide
(Eplerenona), o qual preveniu o aumento da rigidez arterial, pela reducdo da sintese de
colageno, bem como na atenuacéo da razéo parede/luz e atenuagdo da PA (KRUG et al.,
2010). Além desses sistemas neurais e hormonais, existem outros fatores envolvidos na
manutencdo da matriz extracelular (MEC) dos vasos. O proprio organismo é capaz de
produzir e degradar proteinas no organismo e este processo ocorre continuamente,
permitindo que os tecidos crescam, se desenvolvam e/ou remodelem. As proteinas que
sd80 responsaveis por este balango entre producdo/degradacdo e ressintetizacdo sdo
denominadas de proteinases. Na matriz extracelular as proteinases sdo denominadas como
metaloproteinases de matriz (MMPs). Essas enzimas sdo responsaveis pela degradacédo
proteolitica e sdo sintetizadas e secretadas na MEC, assim como o colageno e a elastina
por uma variedade de células do tecido conjuntivo (fibroblastos, condrdcitos,mondcitos,
neutréfilos e macrofagos). As MMPs sdo divididas em colagenases (degradamcolageno I,
I, 11l e X), gelatinases (degradam laminina, fibronectina e elastina), estromelisinas
(degradam proteoglicanos, fibronectina), matrilisinas (degradam especificamente o
colageno tipo IV e proteoglicanos) e metaloelastases de macréfagos (degradam a elastina,
laminina e especificamente o coladgeno tipo 1V). A atividade da MMP pode ser
especificamente inibida por inibidores teciduais de metaloproteinases denominados
TIMPs (Ross & Pawlina, 2016).

Contudo, observa-se acOes diferentes desse grupo de metaloproteinases nos diversos
tecidos conjuntivos lisos (NEWBY et al., 2005; RAFFETTO and KHALIL, 2008). Como
exemplo a metaloproteinases de matriz 2 (MMP2), que atua no acumulo de proteinas
relacionadas a fibrose na MEC do tecido conjuntivo vascular ao clivar a porgdo o N-
terminal do colageno promovendo acimulo de colageno I, Il e 11l na MEC vascular, pode
também desempenhar a funcdo degradadora de elastina nos rins de animais diabéticos,
como demonstrado por Takamiya et al. (2013). Estes autores mostraram que animais
diabéticos apresentaram niveis elevados de MMP2, aumento de colageno do tipo 4, bem
como creatinina e albumindria no cortex renal e no tabulo intersticial, quando comparados
aos animais ndo diabéticos. Além disso, € sabido também que a MMP2 pode inibir a
contracdo da musculatura lisa vascular induzida por fenilefrina (CHEW et al., 2004) e
promover reducdo de elastina vascular (DAB et al., 2012), além de determinar a ativacéo
do fator de crescimento transformador-p (TGF- ), uma citocina capaz de promover a
sintese de colageno vascular (WANG et al., 2006; HARVEY et al., 2016). Além disso, a



13

ativacdo do TGF-B também pode inibir a produ¢ao de colagenases (MMP8 e MMP13) e
consequentemente, contribuir ainda mais para o aumento da rigidez arterial (HARVEY
et al., 2016). Sendo assim, a familia das MMPs apresenta uma complexidade em suas
fungdes na manutencdo da MEC nos mais variados tecidos conjuntivos lisos em diversas
patologias cardiovasculares. Tornando-se, portanto, essencial a compreensédo das suas
acOes nas artérias para alvos terapéuticos.

Outra forma de sintese e regulacdo de colageno € por complexas interagdes entre
fatores de crescimento, hormdnios e citocinas. Dentre os fatores de crescimento, os mais
observados sédo o TGF- e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que, uma
vez estimulados, ativam a sintese do colageno por fibroblastos (Ross & Pawlina, 2016).
Alguns pesquisadores tém demonstrado que o TGF-B e seu efetor de sinalizag@o, os
denominado mensageiros intracelulares (SMADs), podem aumentar ou inibir a sintese de
proteinas fibrosas da MEC, como fibronectina, colageno e fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF).

Além destes fatores citados, a literatura também traz o aumento da formacé&o de placas
de ateroma contribuindo para riscos e eventos de doencas cardiovasculares (PANOVA-
NOEVA et al., 2017). Panova-Noeva et al. (2017) mostraram associacdo entre o volume
médio de placas de ateroma e a VOP, com risco remanescente de vida em ambos 0s sexos
com e sem fatores de riscos extrinsecos cardiovasculares.

A técnica de velocidade de onda de pulso (VOP) vem sendo considerada a mais
indicada para a avaliacdo da rigidez arterial por ser ndo invasiva, de facil execucdo e
grande reprodutibilidade (BOUTOUYRIE et al.,, 2008; HOUCKEN et al., 2012;
CHARAKIDA et al., 2009; LACOLLEY etal., 2017; LOBOZ-RUDNICKA et al., 2018;
VLACHOPQULOS et al.,, 2019; AGBAJE et al.,, 2022) e vem sendo utilizada nas
pesquisas experimentais (FABRICIO et al., 2020; MIOTTO et al, 2021; TARDELLI et
al, 2021, TARDELLI et al, 2022; DE PAULA et al., 2023) com o intuito de estudar os

possiveis mecanismos envolvidos.

1.3. Dexametasona e Rigidez Arterial

Os corticosteroides sdo exemplos de hormonios esteroides com a estrutura
quimica semelhante ou derivada do colesterol e possuem trés subtipos que sao:
glicocorticoides (cortisol), mineralocorticoides (aldosterona) e 17-cetosterdides
(androgénios) (AIRES, 2011). O cortisol (corticosterona nos roedores) é produzido na
zona fasciculada do cortex adrenal (GUYTON & HALL, 2006). Por ser lipofilico,
ultrapassa facilmente a membrana celular entrando para 0 meio citoplasmatico, onde se
liga ao seu receptor especifico e, desta forma, atinge o nucleo celular, interagindo com o

DNA e regulando a ativacdo e/ou supressdo de diferentes genes (GUYTON & HALL,
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2006). Tem sido demonstrado que alguns mediadores da inflamagdo como as citocinas,
as enzimas ativadas durante o processo inflamatério (COX-1 e COX-2) e as moléculas de
adesdo (que recrutam células inflamatdrias como neutrofilos, eosinofilos e linfocitos T da
circulacdo, para os locais da inflamagdo) podem ser moduladas por glicocorticoides
(BOUMPAS et al., 1993; BARNES et al., 1998; ANDERSON et al., 1999). Além disso,
os glicocorticoides (GC) desempenham importante efeito sobre 0 metabolismo glicémico,
ou seja, aumentam a taxa de gliconeogénese pelo figado, reduzem as reservas de proteinas
pela via de degradacéo e aumentam a mobilizacéo de acidos graxos das células adiposas,
0 que contribui para uma maior biodisponibilidade de substratos para a producdo de
adenosina trifosfato (ATP) (ANTI et al., 2008; AIRES, 2011).

Pesquisadores observaram que a ativacao dos receptores de glicocorticoides pode
ativar diretamente mediadores anti-inflamatérios como TGF-f e interleucina — 10 (IL-
10), inibir a proliferacdo de linfocitos T e B e promover um perfil tolerante de macréfagos,
aumentando sua funcéo anti-inflamatéria (DESMET & BOSSCHER et al., 2017). Tendo
em vista essas importantes acdes e funcdes do cortisol no organismo, o uso clinico de
medicamentos sintéticos vem contribuindo para o tratamento de diversas doencas, tais
como artrite, psoriase, esclerose multipla, asma, alergias, doencas vasculares, transplante
de drgdos, distarbios gastrointestinais (BOUMPAS et al., 1993 ANTI et al., 2008; DE
BOSSCHER et al., 2010) e mais recentemente a COVID-19 (HORBY et al., 2021). No
entanto, a literatura vém demonstrando que seu uso crénico pode determinar efeitos
colaterais importantes como a atrofia muscular (MACEDO et al., 2014 e 2016; KRUG et
al., 2016), aumento de triglicerideos na circulacdo sanguinea (VIVAN et al., 2017; WU
et al., 2018), resisténcia periférica a insulina (BAREL et al., 2010, DIONISIO et al.,
2014), desbalanco autonémico para o coracdo e para 0s vasos (TARDELLI et al., 2021 e
2022), alteracBes no barorreflexo e rarefacdo da microcirculacdo na musculatura
esquelética (SIUDA etal., 2014; HERRERA et al., 2016 € 2017, CONSTANTINO et al.,
2017). Além destes efeitos deletérios, o tratamento cronico com DEX promove alta
hemorragia digestiva (NARUM et al., 2014) e ulcera péptica (WU et al., 2018).

Trabalhos do nosso laboratério demonstraram que o tratamento cronico com DEX
determina aumento significativo de pressao arterial (HERRERA et al., 2016, HERRERA
et al., 2017, CONSTANTINO et al., 2017; TARDELLI et al., 2021 2 2022) desbalanco
autonémico para o coracdo (HERRERA et al., 2016; DUCHATSCH et al., 2018) e
aumento do drive simpatico para os vasos (TARDELLI et al., 2022). Longenecker et al.
(1984) ja haviam demonstrado uma diminuicdo da sintese e proliferacdo de proteinas

fibrilares, apds a incubagdo de 0,1 UM de DEX por 24h em células musculares da aorta
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de bovinos. Por outro lado, Leitman et al. (1984) demonstraram aumento das proteinas
colageno tipo | e tipo 11, caracterizadas fibrilares, na aorta de bovinos (in vitro) apds o
tratamento com DEX. Recentemente, nosso grupo demonstrou que o tratamento cronico
com DEX determinou aumento da VOP de ratos Wistar, e este aumento foi
correlacionado com maior deposicéo de colageno e maior producéo de colageno do tipo
3 (Col3) na artéria aorta (TARDELLI et al, 2021; De PAULA et al., 2023), no entanto,
0s mecanismos envolvidos no aumento de colageno e VOP induzidos pela DEX ainda

ndo sdo totalmente esclarecidos.

1.4. Microbiota Intestinal, Dexametasona e Rigidez Arterial

A microbiota intestinal consiste em um complexo de espécies de microrganismos
que habitam o trato digestivo, um grupo de bactérias que vivem no intestino dos animais
e seres humanos e que produzem varias moléculas sinalizadoras de natureza hormonal
que sdo liberadas na corrente sanguinea (FORMES & REINHARDT, 2019). A partir do
nosso nascimento as microbiotas intestinais representam um dos ecossistemas mais
densamente colonizados. Esse processo de colonizacdo € fortemente influenciado pela
genética, nutricdo e fatores ambientais (ECKBURG et al., 2005) e desempenha um papel
importante nas funcGes metabdlicas e imunologicas (BACKHED et al., 2005), na digestédo
dos macronutrientes (MARTENS et al., 2008), impede a colonizacdo por patdgenos
(UBEDA et al., 2010) e promove a imunidade intestinal (HORMANN et al., 2014).
Calcula-se que existam cerca de mil espécies, distribuidas em mais de 50 diferentes filos
conhecidos como Bacteroidetes (Gram-negativos) e Firmicutes (Gram-positivos). A
maioria das bactérias esta localizada no célon, cerca de 90% pertencendo a Bacteroidetes
e Fimicutes, o restante sendo composta por Actinobacterias e Proteobacterias
(BACKHED et al., 2005, MORAES et al., 2014). No entanto, dentre a colonia de
bactérias na microbiota intestinal, parte € ndo patogénica, que promove salde e uma
pequena parte é composta por bactérias potencialmente patogénicas (MORAES et al.,
2014).

Entre as condi¢des médicas mais comuns observadas nos cuidados primarios estao
os distdrbios funcionais do intestino. A prevaléncia estd na faixa de 5 a 25% e é
responsavel por 36% de todas as visitas a gastroenterologistas (CHANG et al., 2004). A
disbiose do ecossistema microbiano intestinal pode ser causada por diversos fatores, como

dieta, aumento do estresse, niveis de mediadores inflamatérios (ISAAC et al., 2017)
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e uso de antibidticos (VIVAN et al., 2017), entretanto, os efeitos dos glicocorticoides na
microbiota ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.

A disbiose é um desequilibrio da flora bacteriana intestinal que reduz a capacidade
de absorcdo dos nutrientes e causa caréncia de vitaminas. Este desequilibrio é causado
pela diminuicdo do nimero de bactérias boas do intestino e aumento das bactériascapazes
de causar doenca (LOPETUSO et al., 2016; SANTISTEBAN et al., 2017).

Embora muitos estudiosos apresentem cada vez mais interesse pelos os efeitos da
microbiota intestinal, existem importantes lacunas no conhecimento sobre como esse
ecossistema pode afetar a saude, uma vez que a diminui¢do da biodiversidade microbiana
pode acarretar no desencadeamento, manutencao e exacerbacdo da inflamacéo intestinal,
como relatado por Lopetuso et al. (2016). Estes autores demonstraram que respostas
imunoldgicas inadequadas da mucosa apresentam envolvimento com a ruptura da barreira
epitelial que separa os microrganismos dos tecidos subjacentes e que a tolerancia
desregulada a microbiota intestinal contribui, supostamente, para o desenvolvimento e a
instauracdo da doenca inflamatoria intestinal. Sendo assim, qualquer alteracdo desse
cenario microbiano pode promover um desequilibrio na flora intestinal, resultando em
uma mudancga na permeabilidade do intestino e permitindo assim, a permeabilidade de
bactérias do conteudo luminal do intestino para as camadas internas intestinais e para o
sangue (LOPETUSO et al., 2016). Desta forma, a microbiota intestinal desempenha um
papel crucial ndo apenas local, mas também sistémico, desencadeando eventos e doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, tais como aterosclerose (KARLSSON et al., 2012),
trombose (JACKEL et al., 2017; FORMES & REINHARDT, 2019), diabetes (ALLIN et
al., 2018), obesidade (TURNBAUGH et al., 2006), cancer (SCHULZ et al., 2014), asma
alérgica (BISGAARD et al., 2011) e hipertensdo (SANTISTEBAN et al., 2017; ASCHER
& REINHARDT , 2018).

Estudiosos tém demonstrado que o desequilibrio da microbiota intestinal pode
promover o aumento da adesdo de neutrofilos e mondcitos, o que determina inflamagédo
e disfuncdo vascular, processos este que comprometem a distensibilidade dos vasos e
promovem hipertensdo arterial (KARBACH et al., 2016).

O fator Von Willibrand (FVW) é considerado um dos mediadores centrais no
inicio da inflamacdo vascular e estd envolvido com a disbiose intestinal. O FVW é uma
glicoproteina produzida pelas células endoteliais e megacariocitos (trombdcitos) e esta
presente no plasma e nas plaquetas. E armazenado nos granulos alfa dos megacariocitos

e das plaquetas, e nos corpos de Weibel-Palade das células endoteliais de onde é
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secretado. O FVW tem duas funcges principais: liga-se ao colageno presente no endotélio
e nas plaquetas, promovendo assim fibrose vascular na injuria vascular ou liga-se e
transporta o fator VIII (FVIII), protegendo-o da degradacdo proteolitica no plasma
(SANDLER et al., 1998).

J& é sabido que a inflamacdo e o sistema nervoso simpético determinam
importante papel no desenvolvimento da Hipertensdo, no entanto, pouco ainda se sabe
sobre o papel da microbiota intestinal Santisteban et al. (2017) demonstraram que animais
hipertensos apresentam aumento significativo da permeabilidade de bactérias patogénicas
e isto foi associado com o aumento da atividade nervosa simpatica e da expressdo de
marcadores inflamatdrios, bem como reducédo de proteinas denominadas deproteinas de
juncdo firmes (Tight junction — TJs) ou juncdo de barreira das células epiteliais do
intestino. Além disso, estes autores (SANTISTEBAN et al., 2017) observaram um o
aumento dos niveis de tirosina hidroxilase no intestino delgado de animais hipertensos,
em comparagdo com animais normotensos, mostrando assim que 0 sistema nervoso
central atua na motilidade do trato gastrointestinal e que sensores intestinais informam o
sistema nervoso central sobre o estado do trato gastrointestinal pormeio de receptores de
padréo e por neuro-hormonios

Essa interacdo entre o sistema nervoso central e intestino é conhecido como eixo
microbiota intestinal — cerebral (KONTUREK et al., 2011). De acordo com Konturek et
al. (2011), o estresse cronico causa desregulacdo das gram-bactérias microbianas
intestinais e das funcbes digestivas, supostamente por alteracdes nos niveis de
neurotransmissores, os quais afetam direta ou indiretamente a microbiota intestinal,
aumentando a viruléncia de bactérias (FARHARDI et al., 2007; WALLON et al., 2008;
KONTUREK et al., 2011).

Neste sentido, o uso de alguns probioticos pode inibir a hipersensibilidade e a
permeabilidade intestinal causada pelo estresse (KONTUREK et al., 2011) e favorecer
assim o equilibrio da microbiota intestinal, podendo até contribuir para menores taxas de
hospitalizacdo e cirurgia e melhorar a qualidade de vida (FULLER et al., 1989;
YAMAMOTO etal., 1993; HATA et al., 1996; SEPPO et al., 2003; MIZUSHIMA et al.,
2004; COPPOLA; GIL-TURNES, 2004;). Saad et al. (2006) destacam ainda a
importancia da suplementacao nao so dos probioticos (derivados dos leites fermentados
cultivados com lactobacillus vivos), mas também de prebidticos (derivados de gréos
fermentados) e simbidticos (produtos encapsulados com substratos de plantas),

contribuindo de forma preventiva e terapéutica a salde. Diante de seu importante
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desempenho na regulacdo da microbiota intestinal, os probioticos destacam-se também
no tratamento de doencas cardiovasculares, porém, ndo existem trabalhos que
investiguem seus efeitos na estrutura celular da musculatura lisa vascular, apenas na
funcionalidade dos vasos (SZULINSKA et al., 2018).

J& tem sido demonstrado que o uso cronico de DEX pode inibir as enzimas
cicloxigenases 1 e 2 (COX1 e COX2) (NARUM et al., 2014), responsaveis pela protecao
gastrointestinal e cardiovascular (BARNES et al., 1998; PEREIRA et al 2007). Ambas
inibidas, por sua vez, promovem hemorragia gastrointestinal e aumento de fatores pro-
trombéticos (BOUMPAS et al., 1993; BARNES et al., 1998), que provoca inibi¢do da
secrecdo de muco e quebra a barreira epitelial do intestino (NARUM et al., 2014). Isto
pode consequentemente, contribuir para uma grande facilitacdo as infec¢des por fungos,
bactérias, virus e parasitas, o que gera infeccdes graves (CARSON et al., 1991; PEREIRA
et al., 2007; NARUM et al., 2014; YOSHIKAWA et al., 2017; WU et al., 2018). No
entanto, os resultados apresentados séo incongruentes sobre o uso cronico de DEX e seus
efeitos na microbiota intestinal. Vivan et al. (2017) e Wu et al (2018) demonstraram a
interferéncia negativa direta na quantidade de bactérias, ou seja, diminuicdo tanto das
bactérias gram-negativas quanto das gram-positivas devido ao uso crdénico com DEX nas
dosagens de 1,0 mg/kg por 5 dias e 50 pg por 7 semanas, respectivamente. Além desses
efeitos, WU et al. (2018) observaram que a DEX aumentou a glicemia e o triglicerideo
sanguineo, diminuiu a massa do baco, do figado, do citocromo C, além de determinar
aumento de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucinas 1 (IL-p1) e receptor
toll-like 2 (TLR2), esse ultimo, por sua vez, é responsavel pelo reconhecimento de
substancias estranhas na superficie celular, ativando a liberagdo de fatores inflamatorios.
Por outro lado, Yoshikawa et al. (2017) e Yap et al., (2018) ndo observaram diferenca
significativa no aumento da permeabilidade de bactérias em células endoteliais da

microbiota intestinal de bovinos in vitro, incubadas com DEX.

Como mostrado anteriormente, ndo é de hoje que o uso de probioticos vém sendo
utilizado para melhorar o equilibrio da microbiota intestinal e promocdo de salde
(YAMAMOTO et al., 1993; HATA et al., 1996; SEPPO et al., 2003; MIZUSHIMA et
al., 2004) e, devido a preocupagdo em entender os mecanismos que determinam as
alteracdes na microbiota e qual o real efeito destas alteracfes no controle de varios
sistemas do nosso organismo, seus estudos estdo aumentando exponencialmente
(LONTUREK et al.,, 2011; PETRIZ et al.,, 2013; YOSHIKAWA et al.,, 2017
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SANTISTEBAN etal., 2017; YAN et al., 2017; KATSI et al., 2019; MUNIR et al., 2023;
VIRWANI et al., 2023; TORRES-SANCHEZ et al., 2023). No entanto, ainda néo esta
totalmente esclarecido o papel da suplementacdo com probidticos e, consequentemente,
da microbiota intestinal na rigidez arterial induzida pela DEX. Seppo et al. (2003)
demonstraram reducao significativa da pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD)
de individuos hipertensos suplementados com probiotico lactobacillus helveticus, quando
comparados com individuos que ndo foram suplementados. Concordando com estes
resultados, Mizushima et al. (2004) demonstraram reducéo significativa da PAS e PAD
de individuos hipertensos ao final do tratamento com soro do leite que continham
Lactobacillus Helveticus e Cerevisial. Além disso, estes autores (MIZUSHIMA et al.,
2004) observaram reducdo significativa dos niveis plasméticos da angiotensina Il ao final
do protocolo, sugerindo que o uso do probidtico pode reduzir a PA pela inibicdo do

SRAA. No entanto, estes autores so analisaram PA e ndo investigaram seus mecanismos.

1.5.0 papel da microbiota na funcdo de barreira intestinal e inflamagéo

sistémica.

E importante destacar a influéncia da microbiota intestinal na inflamacéo
sistémica. Além da producdo de metabdlitos toxicos, as bactérias gram-negativas
possuem lipopolissacarideos (LPS) em sua parede celular, que sdo endotoxinas proé-
inflamatorias (VON HAEHLING & ANKER, 2005). Para evitar a translocacdo bacteriana
para a corrente sanguinea, existe uma arquitetura celular no espaco paracelular do epitélio
intestinal (FARQUHAR & PALADE, 1963). Essa arquitetura inclui trés zonas: 1) juncdes
tipo gap, localizadas na base, que permitem a comunicacdo entre células e a passagem de
ions e moléculas pequenas (NIELSEN et al., 2012); 2) zénulas de adesdo, formadas por
desmossomos que ancoram as células umas as outras, mantendo a integridade do epitélio
intestinal; e 3) zbnulas de oclusdo (tight junctions), que atuam como barreira selante,

impedindo a passagem de macromoléculas. Essas zonulas de oclusdo sdo responsaveis

pela fungdo de barreira do epitélio intestinal (BISCHOFF et al., 2014).

As zo6nulas de oclusdo consistem em complexos proteicos compostos por quatro
proteinas principais: claudinas, ZO's (z6nulas de ocluséo), ocludinas e JAM's (moléculas
de adesdo de juncdo). As claudinas sdo proteinas transmembrana presentes nas células
epiteliais que se ligam as claudinas das células vizinhas. Elas desempenham um papel

crucial na vedacdo do espaco paracelular, impedindo a passagem de patogenos e
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macromoléculas para a corrente sanguinea (GUNZEL & YU, 2013). Por outro lado, as
ZO's sdo proteinas citoplasmaticas as quais estdo ancoradas as claudinas, ocludinas e
JAM's, ligando-se ao complexo de actina do citoesqueleto celular. Ocludinas e JAM's
também sdo proteinas transmembrana que desempenham um papel regulador na
passagem de ions e pequenas moléculas (GROSCHWITZ & HOGAN, 2009).

Quando a funcdo da barreira epitelial intestinal estd comprometida, ocorre a
translocacdo bacteriana para a corrente sanguinea. Nesse contexto, lipopolissacarideos
(LPS) de bactérias gram-negativas encontram-se com proteinas ligantes de LPS (LPS
Binding Protein; LBP), ativando uma cascata inflamatoria (ANKER et al., 1997). Isso leva
ao aumento da producéo de citocinas, tais como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) e
as interleucinas-1 (IL-1) e -6 (IL-6) (GENTH-ZOTZ et al., 2002).

Essa inflamacéo sistémica exacerbada induzida pela microbiota é uma hipdtese
mecanicista que é discutida com base em evidéncias em pacientes com insuficiéncia
cardiaca (SANDEK et al., 2007; PASINI et al., 2016), sepse (DOIG et al., 1998), cirrose
(CIRERA et al., 2001) e outras condigdes que apresentam comprometimento da funcéo de
barreira do epitélio.

1.6. Treinamento fisico, Microbiota intestinal e rigidez arterial.

O treinamento fisico aerdbio (TFA) (BAREL et al., 2010; JORDAO et al., 2011;
PETRIZ et al., 2013; GLIEMANN et al., 2015; KHON et al., 2018; HASEGAWA et al.,
2018; GUERS et al., 2019; MIOTTO et al., 2021b; GIOSCIA-RYAN et al., 2021; LOPES
et al., 2021), ou treinamento fisico resistido (TFR) (MACEDO et al.,2014; SHIMOJO et
a., 2015; KRUG et al., 2016; PALMA et al., 2016; BOENO et al., 2020; LINO et al.,
2020) ou combinado (SON et al., 2017; BRELLENTHIN et al., 2019; DIAS et al., 2020;
LOPES et al., 2021; SAZ-LARA et al., 2021; XIN et al., 2022; L1 et al., 2022; THOMAS
et al., 2022; TARDELLLI et al., 2022) séo estratégias ndo farmacologicas eficazes no
tratamento de doencas cardiovasculares (SCHROEDER et al., 2019; LOPES et al., 2021,
SAZ-LARA et al., 2021; XIN et al., 2022; LI et al., 2022; THOMAS et al., 2022). Seus
efeitos sobre a VOP também vém sendo analisados, apesar de ainda apresentarem
resultados conflitantes, dependendo do tipo de exercicio e da intensidade. Enquanto
alguns autores tém demonstrado redugdo de VOP em hipertensos ap6s TFA
(HASEGAWA et al., 2018; KHON et al., 2018; GUERS et al., 2019; MYNARD et al.,
2019), o TFR pode promoveraumento na VOP (COLLIER et al., 2011; OKAMOTO et
al., 2015; SMITH et al., 2015;
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PALMIERE et al., 2018), nenhum efeito (CORTEZ-COOPE et al., 2008; ROBINSON et
al., 2018; CRAIGHEAND et al., 2021) ou diminuicdo (FIGUEROA et al., 2013; WONG
etal., 2015; DIAS-SANTOS et al., 2021).

Dentre os mecanismos induzidos pelo TFA, que contribuem para promover redugédo
da rigidez dos vasos, pode-se citar a melhora do estresse oxidativo e reducao de fatores
fibroticos vasculares, como reducéo do receptor de angiotensina Il (AT1) e TGF-BI no
envelhecimento (FLEENOR et al., 2010; GU et al., 2014) reducao dos niveis séricos do
fator vasoconstritor endotelina-1 (OTSUKI et al., 2006), aumento de fator vasodilatador
eNOS/NO (HASEGAWA et al.,2018), reducdo da atividade simpatica periférica (JEONG
et al., 2023) e na menor deposicao de colageno e aumento de elastina na tnica média das
artérias na hipertensao (ELEUTERIO-SILVA et al., 2013; ROQUE et al., 2013; KHON
etal.,, 2018; MIOTTO et al., 2023).

Em relacdo ao TFR, tem sido demonstrado que pode haver aumento da rigidez arterial
devido a um aumento significativo da atividade nervosa simpatica, como observado em
mulheres obesas e na menopausa (SMITH et al., 2015) ou aumento da densidade de
coldgeno na artéria aorta, como observado em roedores (SOUZA et al., 2017). E
diminuicdo da rigidez arterial devido uma melhora do fluxo sanguineo nos vasos causado
por liberacdo de fatores endoteliais (LEONE et al., 2009; LIAO et al., 2010; RIBEIRO et
al., 2017; TURRI-SILVA etal., 2021). No entanto, esses trabalhos ndo avaliam mudangas
na estrutura dos vasos causados pelo TFR, desta forma, mais trabalhos precisam esclarecer
esses mecanismos envolvidos na rigidez arterial.

As respostas na microbiota intestinal causadas pelo TF podem ser influenciadas pela
intensidade e tipo do exercicio (AYA et al., 2021). A corrida voluntaria em uma roda por
um periodo de 6 semanas demonstrou reduzir 0s sintomas, enquanto a corrida forgcada
exacerbou a inflamacdo intestinal e os resultados clinicos em um modelo de colite em
camundongos (ALLEN et al., 2015). Este estudo preliminar em animais demonstrou que
a atividade fisica pode modificar a composi¢cdo da microbiota e afetar a funcgéo
metabolica, com possiveis consequéncias positivas ou negativas no desempenho. Luo et
al. (2014) demonstraram que o TFA moderado pode atenuar os efeitos da disfuncéo da
barreira intestinal induzida pelo estresse, uma vez que houve melhora na permeabilidade
intestinale na preservacdo da mucosa, 0 que colaborou para menores taxas de migragdo
bacteriana,além de supra regulacdo da expressdo génica de antimicrobiana no tecido do
intestino delgado. Em concordéncia, Campbell et al. (2016) demonstraram que o TFA
moderado foi capaz de reduzir biomarcadores inflamatérios e manter a microbiota
intestinal integra, atribuindo este efeito benéfico ao aumento das bactérias Bacteroidetes

nos animais treinados, bem como diminuicdo da COX-2, a qual induz inflamacéo e
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que estava inversamente aumentada apenas nos animais sedentarios e induzidos a dieta

hiper lipidica.

Além destes efeitos benéficos cardiovasculares e na microbiota intestinal, o TF
aerdbico & moderada intensidade pode estar envolvido no equilibrio da microbiota pela
melhora das respostas imunoldgicas. Neste sentido, Cook et al. (2016) relataram que 0
TF aerdbico aumentou citocinas anti-inflamatorias e diminuiu as inflamatorias, bem como
diminuiu os niveis de TNF-a em camundongos suscetiveis a disbiose. Ainda neste estudo,
0s autores observaram aumento de bactérias lactobacillus, firmicutes e diminuicdodos
bacteroidetes, ou seja, 0 TFA foi capaz de promover melhora intestinal equilibrando a
microbiota intestinal. Em concordancia, Allen et al., (2018) demonstraram que o TF
aerobio por 6 semanas de moderada a alta intesindade, até 60 min de duracéo, foi capaz
de modular a microbiota intestinal de homens e mulheres jovens, obesos e magros.

Ja com relacdo ao TF resistido, recentemente, Jang et al. (2019) observaram que
atletas que fizeram o treinamento de musculacdo, suplementados com macronutrientes,
apresentavam menores quantidades de bactérias, quando comparados a corredores e
sedentarios. Além disso, os atletas de musculag¢&o tinham maior porcentagem de energia
obtida por proteinas, sugerindo que os tipos de nutrientes derivados do soro do leite
podem influenciar particularmente na biodiversidade microbiana do intestino de atletas
em diferentes modalidades de exercicio fisico. No entanto, pouco se sabe sobre a
combinacéo destes dois tipos de exercicios na microbiota intestinal.

S&o poucos os trabalhos que demonstram os efeitos do probidticos na VOP.
Jauhiainen et al. (2010) analisaram os efeitos do tratamento de 4 e 12 semanas com baixas
e altas doses de probiotico (lactobacillus Helveticus) em individuos hipertensos ou com
sindrome metabdlica, de 25 a 55 anos de idade e relataram que o tratamento foi capaz de
reduzir VOP e pressdo arterial. Recentemente, uma meta-analise (SZULINSKA et al.,
2018) mostrou que doses baixas e altas de probidtico com multiespécies de bactérias,
contribuiu para a melhora do perfil cardiometabolico, reducdo de citocinas inflamatorio,
reducdo da PA sistdlica e VOP em mulheres ativas em periodo p6s-menopausa
(SZULIINSKA et al., 2018). Embora a reducdo significativa das variaveis
hemodinamicas e citocinas inflamatdrias tenha sido observada com o uso do probiético
nesse ultimo estudo (SZULINSKA et al., 2018), os mecanismos especificos e o
envolvimento de proteinas estruturais vasculares pelos quais ele atua ainda ndo estéo
completamente esclarecidos. Estudos direcionados para investigar esses mecanismos sao
necessarios para uma compreensdo mais profunda dos efeitos benéficos do probiético na

reducdo da rigidez arterial e melhoria da saude cardiovascular. Compreender esses
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mecanismos pode abrir novas perspectivas terapéuticas e estratégias preventivas para
doencas cardiovasculares relacionadas a rigidez arterial.

Recentemente, o treinamento fisico combinado (TFc), que contempla sessdes de TFA
e TFR de moderada intensidade, tem sido considerado uma ferramenta eficaz no controle
de fatores de risco de doencas cardiovasculares e recomendado pelas Sociedades de
Hipertensdo (WHELTON et al., 2018; WILLIAMS et al., 2018; SHARMAN et al., 2019;
Unger et al., 2020; BARROSO et al., 2021). Segundo Cortez-Cooper et al. (2007) o TFc
de moderada a alta intensidade em individuos normotensos de 40 a 80 anos néo
determinou diferenca significativa na complacéncia arterial, nem da VOP. Em
contrapartida, outros autores observaram que o TFc, realizado no mesmo dia ou em dias
alternados, foi capaz de reduzir a PA sistdlica e VOP em mulheres obesas normotensas e
hipertensas (YANG et al., 2011; FIGUEROA et al., 2014; SON et al., 2017). Em
concordancia, TFc além de diminuir significativamente a VOP, foi capaz de reduzir
frequéncia cardiaca e a espessura da parede femoral (intima-média) em individuos
diabéticos (FRANCOIS et al., 2017).

Embora existam dados limitados sobre TFc, ha sugestdes de controle que podem
contribuir para melhorar da funcdo e da estrutura do vaso. Esses controles incluem
aumento de NOx plasmatico (um indicador da producdo de Oxido nitrico) em pessoas
idosas (OTSUKI et al., 2020), diminuicdo da endotelina-1 e aumento dos niveis de
nitrito/nitrato em meninas obesas e pré-hipertensas (SON et al., 2017) e ratos hipertensos
(DIAS et al., 2020) e melhorias nos niveis sanguineos de marcadores inflamatorios,
controle do estresse oxidativo e atenuacdo de complicagdes neuroimunes e
cardiovasculares em ratos espontaneamente hipertensos que foram induzidos a essas
condicdes por meio de um consumo excessivo de frutose (DIAS et al., 2020), a melhora
da atividade vagal para os vasos (SONGCHARERN et al., 2022; TARDELLI et al.,
2022). Um outro possivel mecanismo adicional que pode contribuir para a melhora da
rigidez arterial no programa de TFc é a melhora da funcéo vasodilatadora dependente do
endotélio (SON et al., 2017), melhora da reducdo do estresse oxidativo e da inflamacéo
(SON et al., 2017; RUANGTHAI & PHOEMSAPTHAWEE, 2019; DIAS et al., 2020;
PARK et al., 2020; KRESNAJATI et al., 2022). Além desses beneficios, recentemente,
nosso grupo demonstrou que o TFc foi eficaz em atenuar o aumento de VOP e PA
induzidos por DEX e este efeito foi associado com a menor densidade de COL-3 na artéria
aorta. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do TFc, associado ou nédo a

suplementacdo com probiotico nos mecanismos responsaveis pelo aumento de VOP,
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COL 3 e PA induzida pela DEX. Portanto, é extremamente importante a busca pelo
esclarecimento de quais mecanismos estdo sendo modulados pelo uso de probidtico
associados ou ndo com o TFc na atenuagdo do aumento da rigidez arterial induzida pela
DEX.
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2. HIPOTESE

AlteracOes da microbiota intestinal estdo envolvidas na rigidez arterial induzida por
dexametasona;

O treinamento fisico combinado, associado ou ndo a suplementacdo com probidtico,
atenua a rigidez arterial induzida pelo tratamento cronico com Dexametasona por atenuar

a formacdo de colageno na artéria aorta.
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3. OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da suplementacdo de probidtico associado ou ndo com
treinamento fisico combinado nos mecanismos envolvidos no aumento da rigidez arterial

e de pressdo arterial em ratos tratados com DEX.

3.1. Objetivos especificos:

3.1.1. Avaliar os efeitos da suplementacdo prévia com probidtico, associada ou ndo
com o TFc, nas variaveis hemodinamicas (VOP, PAS, PAD, PAM e FC) e no
balango autondémico para o coracdo e drive simpatico para 0S vasos Nnos
animais tratados com DEX.

3.1.2. Auvaliar os efeitos da suplementacdo prévia com probidtico, associada ou nao
com o TFc nas quantidades plasméticas de biomarcadores inflamatérios e anti-
inflamatorios nos animais tratados com DEX.

3.1.3. Avaliar os efeitos da suplementacdo prévia com probidtico, associada ou ndo
com o TFc na produgéo de proteinas envolvidas na cascata de sintese de COL
3, tais como TGF-B1, receptor 2 de TGF-B1 (TGFR2), SMAD2/3 (total e
fosforilada) e COL 3 na artéria aorta de ratos tratados com DEX



4, MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos conduzidos para esta pesquisa estavam de acordo com
as normas ditadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias da Unesp, Campus de Bauru (Protocolo #272/2020 Vol. 1). Foram
utilizados 134 ratos Wistar, provenientes do Biotério Central de Botucatu, Unesp (200-
250g). Foram mantidos em gaiolas coletivas no biotério de manutencdo da Faculdade de
Ciéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Unesp, Campus
de Bauru, com ciclo claro escuro de 12:12 horas e temperatura controlada (22° C), sendo

fornecidas ragdo e agua ad libitum. Os ratos foram pesados semanalmente durante o

protocolo de treinamento e diariamente durante o tratamento com DEX.

4.1.Grupos experimentais

A tabela 1 ilustra os diferentes grupos de animais e seus respectivos tratamentos.

Tabela 2. Os grupos de animais que receberam suplementacdo com probidtico e/ou
tratamento com dexametasona ao longo do protocolo experimental.

Grupos Tratado Dose/ No PC
/Suplementado via
; A 50 pg/kg peso corporal s.c. 371,62 £16
SC Salina + Agua 19
g + 2mL H20 oral
SP Salina + L. casei 50 pg/kg peso corporal s.c. 22 375,43 + 14
+ 10° UFC/g/2mL oral
SD DEX + Agua 50 ug/kg peso corporal 21 354,83 + 16
s.c.+ 2mL H20 oral
SPD L casei + 50 po/kg peso corporal s.c. 22 361,40 + 17
DEX +10° UFC/g/2mL oral
TC Salina + Agua 50 pg/kg peso corporal s.c. 15 357,66 + 20
+ 2mL H20 oral
TP Salina + L. casei 50 pg/kg peso corporal s.c. 14 385,76 + 21
+ 10° UFC/g/2mL oral
™ DEX + Agua 50 ug/kg peso corporal 15 369, 16 + 19
s.c.+ 2mL H20 oral
TPD L. casei + 20 Mo/kg peso corporals.c. 15 386,76 + 21
DEX +10° UFC/g/2mL oral

Sedentario controle (SC); Sedentario probidtico (SP); Sedentario dexametasona (SD); Sedentério
probidtico + dexametasona (SPD); Treinado controle (TC); Treinado probidtico (TP); Treinado
dexametasona (TD); Treinado probidtico + dexametasona (TPD); Lacticaseibacillus casei Shirota (L.

casei); Dexametasona (DEX); Peso corporal (PC).
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Protocolo Experimental

I Suplementacio com leite fermentado Yakult® I

Treinamento fisico combinado

% v VOP
v Canulagao

v VOP
v TCM/TEM 3

v VOP v' TCM/TEM 2
v TCM/TEM 1

v TCM 4
v TEM 4

14 Dias

v Pesagem ragio

57 dias| 60 dia

’“% =0
o 2&) * 74 dias de suplementacio com @

robiético/Yakult® 10° UFC 2 /di _ .
probiético, \’lkult R‘ 10‘ UFC 2 ml/g/dia . DEX Sopgkg/dia sc.
ou Agua via Gavagem .
. E ou salina.

Figura 2. Protocolo experimental de 75 dias, sendo que durante os 60 dias foi realizado a suplementacédo
com probidtico (2 ml) ou &gua concomitantemente com treinamento fisico/sedentarismo (preto) e durante
os ultimos 14 dias, adicionalmente, o tratamento com dexametasona (DEX) ou salina (vermelho). Eutanésia
ocorreu no 15° dia. Verificacdo da ingestdo alimentar foi realizada nos 3 dias que antecedem o inicio do
tratamento e ao longo dos 14 dias de dexametasona. A anélise de velocidade de onda de pulso (VOP) foram
realizadas no inicio, ao final de 60 dias e no 13° dia de tratamento ap0s a cateterizagdo da carotida
(canulagdo). A pressdo arterial (PA) direta foi realizada apds 24h da canulagdo; O teste de carregamento
maximo na escada (TCM) e o teste de esforgo maximo na esteira (TEM) foram realizados inicialmente, no
final de 60 dias e no 11° e 12° dia de DEX, respectivamente.

A Figura 1 ilustra a linha do tempo do protocolo experimental que foi realizado
durante 74 dias do protocolo experimental. Apds adaptacdo na esteira e escada 0s ratos
foram submetidos aos testes de capacidade fisica maxima na esteirae ao teste de
carregamento maximo na escada. Em seguida foi realizada da medida da VOP. Foram
entdo separados em 8 grupos, com peso, capacidade fisica e VOP semelhantes, como
demonstrado na tabela 1. TFc. Ap6s a separacdao dos grupos, deu-se inicio o tratamento
com probidtico, o qual foi realizado durante os 74 dias de protocolo experimental. Para
tanto os animais foram pesados semanalmente e receberam a dosagem de 10° unidade
formadora de coldnia por grama (UFC/g), em 2 ml/dia (gavagem). Ao mesmo tempo, 0s
animais dos grupos treinados iniciaram seu TFc. Os testes de capacidade fisica foram
repetidos ao final da 42 e 82 semana para garantia e manutencdo da intensidade do TFc,
bem como no final do protocolo para avaliar os efeitos do treinamento. As anélises de
VOP também foram realizadas na 8% semana, antecedendo o tratamento com DEX e no
final do protocolo experimental, para analisar os efeitos do treinamento e da DEX na
rigidez arterial. O tratamento com a DEX foi realizado nos ultimos 14 dias,
concomitantemente com o treinamento e tratamento com probiotico. Ao final do

protocolo os animais foram anestesiados para analises de PA e FC.
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4.2. Tratamento com probiotico e dexametasona.

4.2.1. Probidtico

Como pode ser observado na Figura 1, o tratamento foi realizado com o probidtico
Lacticaseibacillus casei (L. casei) shirota presente no leite fermentado Yakult®, o qual
possui, de acordo com a embalagem, 65ml de probidtico com 10 UFC/g de casei shirota.
Diariamente os animais receberam 2ml via intragastrica (gavagem) durante os 74 dias do
protocolo experimental, o que corresponde a uma dose aproximada de 10° UFC/g. Esta
dose foi escolhida devido a sua eficdcia em melhorar disbiose intestinal (LIEW e al.,
2019)

4.2.2. Dexametasona
Foi utilizado o farmaco Decadron injetavel (fosfato dissddico de dexametasona —
4 mg/ml, ampola de 2,5 ml) do laboratério farmacéutico Ache Laboratorios
Farmacéuticos S.A (Guarulhos, SP, Brasil) e foi administrada a dose de 50 ug/kg de peso
corporal (PC) por dia, de forma subcutanea (s.c.), durante os Gltimos 14 dias, sempre no
periodo da manha (até as 9h da manhd) para cada animal (Figura 1). A dose escolhida foi
baseada em resultados previamente publicados pelo nosso grupo (HERRERA et al., 2016)

gue mostraram que esta dose era capaz de induzir HA nos animais.

4.3. Teste de esfor¢co maximo na esteira (TEM)

Os animais foram submetidos a um periodo de 5 dias de adaptacdo a esteira,
modificada para ratos, que possui 10 raias suspensas de ferro (Inbramed, Millennium).
ApOls a adaptacdo, todos os ratos realizaram o teste de esforco maximo (TEM-1),
utilizando um protocolo previamente publicado que preconiza aumentos de 0,3 km/h a
cada 3 minutos até a exaustdo, ou seja, 0 momento em que 0s animais ndo conseguiam
mais correr sozinhos (BAREL et al., 2010). Posteriormente, os ratos foram reavaliados
na 4% e 82 semanas (TEM-2 e TEM-3, respectivamente) para reajuste das velocidades e
manutencdo da intensidade proposta até o final do protocolo e ap6s os 14 dias de
tratamento farmacoldgico (TEM-4), para avaliacdo da capacidade fisica no final do
protocolo, como ilustrado na Figura 1. Os animais sedentarios foram readaptados durante
os 5 dias que antecediam os testes e realizaram 0s testes maximos nos mesmos periodos

que os treinados.
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4.4, Teste de carregamento maximo na escada (TCM)

Os animais foram adaptados ao ato de escalar em uma escada validada para uso
com animais (HORNBERGER e FARRAR, 2004) por 5 dias. Ao atingirem o topo da
escada (caixa com 20 x 20 x 20 cm), foi esperado um intervalo de 2 minutos de descanso
para realizarem a préxima subida. Todos os ratos completaram 3 subidas consecutivas
durante o periodo de adaptacdo como previamente publicado (Macedo et al., 2014). Apds
a Ultima sesséo de adaptacéo, foi iniciado o teste de carregando maximo, com carga inicial
de 75% do PC dos animais acoplado na cauda para o ato da escalada (MACEDO et al.,
2014). Apo6s o descanso por 2 minutos, as subidas se repetiram sucessivamente, com
incremento de 30 gramas a cada tentativa. Foi considerada a carga maxima dos ratos
quando os mesmos ndo efetuavam a escalada completa, mesmo apds trés estimulos
manuais em sua cauda. O teste de carregamento maximo foi realizado no inicio (TCM-
1), na 42 semana (TCM-2), para ajuste das cargas e manuten¢édo da intensidade, na 82
semana de treinamento, imediatamente antes do tratamento farmacol6gico (TCM-3) e ao
final dos 14 dias de tratamento com DEX (TCM-4), como ilustrado na Figura 1. A Unica
diferenca nestes momentos foram os incrementos de carga entre as subidas: 30g (TCM-
1), 50g (TCM-2) e 100g (TCM-3 e TCM-4). Os animais sedentarios foram readaptados
nos 5 dias que antecediam os testes e realizaram 0s TCM nos mesmos momentos que 0S

treinados.

45, Treinamento fisico combinado (TFc)

O TFc, ou seja, a realizacdo do TFA e TFR em dias alternados foi executado como
previamente descrito (DIAS et al., 2021; TARDELLI et al., 2022; DE PAULA et al.,
2023) até o final do protocolo experimental.

Brevemente, o TFc, envolve treinamento aerobico e resistido e foi conduzido por
um periodo de 74 dias usando esteira em nivel plano e escada vertical, como mencionado
anteriormente (DIAS et al., 2021; TARDELLI et al., 2022; DE PAULA et al., 2023). As
sessOes de treinamento aerdbico ocorreram na esteira, com intensidade de 60% da
capacidade fisica maxima, com duracgdo de 1 hora por dia, intercaladas com as sessoes de
treinamento resistido (TARDELLI et al., 2022; DE PAULA et al., 2023). Da mesma
forma, as sessOes de treinamento resistido foram realizadas na escada, com intensidade
moderada de 60% da carga maxima voluntéria de contragdo, envolvendo 15 subidas por

sessdo e
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intervalo de 1 minuto entre as subidas, intercaladas com as sessdes de treinamento
aerobico (TARDELLI et al., 2022; DE PAULA et al., 2023).

4.6. Protocolo de treinamento fisico aerdbio (TFA)

Apo6s 0 TEM-1 os ratos iniciaram o TFA em esteira ergométrica, durante uma hora
por dia, por 60 minutos, em dias alternados com o TFR, pelo periodo de 74 dias. Na
primeira semana 0s animais realizaram o protocolo experimental com velocidade
correspondendo a 50% do TCM-1, progredindo, a partir da 2% semana de treinamento,
para 60% do TEM-1, como previamente publicado. (HERRERA et al., 2016). Durante 0s
14 dias de tratamento farmacoldgico, foi repetido o treino da 72 e 8 semanas, sendo a
carga de treinamento calculada a partir do TEM-3. Ao final do periodo de tratamento foi
realizado o TEM-4, para a avaliacdo do efeito do treinamento combinado na capacidade

de esforco maximo na esteira dos animais.

4.7. Protocolo de treinamento resistido (TFR)

Apds o TCM-1, o TFR foi realizado alternando com treinamento fisico aerdébio
(TFA), num total de 74 dias. Este protocolo, adaptado de Macedo et al. (2014) foi
realizado da seguinte forma: Os animais iniciaram a escalada com o peso corporal
(aquecimento) e, apos a pausa de 1 minuto no cume da escada, foi fixado um peso na
cauda do animal correspondente a 40% do TCM-1. Durante as primeiras 2 semanas
iniciais a intensidade foi aumentada progressivamente de 40 a 60% do TCM-1,
possibilitando que os animais pudessem iniciar a terceira e quarta semanas treinando a
60% da carga maxima. Os ratos iniciaram o treinamento realizando nove subidas que,
posteriormente, aumentou gradativamente para 20 subidas. A partir da quinta semana, a
intensidade do carregamento foi mantida a 60% da carga maxima, determinada pelo
TCM-3. Da 5° a 8° semana, os ratos realizaram em torno de 14 e 20 subidas. Durante 0s
14 dias de tratamento farmacoldgico, repetiu-se o formato de treino da 72 e 8 semanas,
sendo a carga de treinamento calculada a partir do TCM-3. Ao final do periodo de
tratamento foi realizado o TCM-4, para que fosse avaliado o o efeito do treinamento

combinado na capacidade de carregamento maximo dos animais.
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4.8. Anélises da velocidade da onda de pulso (VOP)

Como ilustrado na Figura 1, as anélises da velocidade de onda de pulso (VOP)
foram realizadas no inicio, ao final da oitava semana e no final do protocolo experimental.
Para tanto, os animais foram pesados e anestesiados com cloridrato de xilasina
(ANASEDAN®, 10 mg/kg), e cloridrato de quetamina (DOPALEN®, 50 mg/Kg),
VETBRANDS do Brasil e foram posicionados em decubito ventral sobre o bergo
aquecedor (45°C, Bonther®, RibeForam Preto, SP) por 5 minutos, com um dos sensores
posicionado no membro toracico e o outro no membro pélvico dos animais (FABRICIO
et al., 2020; DE PAULA et al., 2023). Ap6s a colocagdo dos sensores, o aparelho foi
calibrado, de acordo com a medida da distancia (em centimetros) entre os dois sensores.
A medida do tempo de transito (TT, s) foi realizada pelo software popmétre® 1.0
(AxelifeSAS,France, TousDroits reserves®, Axelife SAS 2013) e a VOP foi calculada a

D (m % 100)

partir da seguinte formula: VOP (m/s) = TT (m % 1000)

Foram coletadas 10 medidas por rato e a média foi considerada o valor de cada

animal.

4.9. Determinagéo da pressao arterial direta
4.9.1. Confeccdo De Canulas

As cénulas utilizadas foram confeccionadas com tubos de polietileno PE-50
(Scientific Commodities Inc. Lake Havazu, AZ, Estados Unidos) e posteriormente
soldadas a tubos de polietileno PE-10 (Scientific Commodities Inc. Lake Havazu, Az,
Estados Unidos) como ja publicado previamente (AMARAL et al., 2000). Os ratos foram
anestesiados com cloridrato de xilasina (ANASEDAN®, 10 mg/kg) e cloridrato de
quetamina (DOPALEN®, 50 mg/kg). Apos localizar e limpar a artéria femoral, foi feita
uma pequena incisdo para que consiga introduzir a parte mais fina da canula, a qual foi
preenchida com solucdo fisiolégica heparinizada, como previamente publicado
(HERRERA etal., 2016). A outra extremidade da canula foi exteriorizada na regido dorsal

do animal. Foi esperado um periodo de 24 horas para a recuperagdo dos animais.
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4.9.2. Registro De Pressao Arterial (PA) E Frequéncia Cardiaca (FC)

Apos a recuperacdo (de 24 horas) do procedimento cirurgico, a PA foi registrada
continuamente nos ratos acordados e com livre movimentacdo, em repouso. A canula da
artéria femoral foi conectada ao sistema de registro (transdutor + pré-amplificador,
ADinstrumenst®, Colorado Springs, CO, Estados Unidos) que € conectado ao
computador, utilizando um software LabChartPro v 7.0, pelo qual é obtida a PA pulsatil
e média. Foi realizado registro continuo da PA pulsatil, a 2000Hz por pelo menos 30
minutos para posterior analise espectral do sinal de PA. A FC também foi computada
diretamente pelo software a partir dos pulsos de PA, como previamente publicado
(HERRERA et al., 2016). Os valores de PA sistolica (PAS), PA diastolica (PAD) e PA

média (PAM) foram calculados a partir dos valores de PA pulsatil.
4.9.3. Andlise espectral

O software LabChartPro v7.0, da ADInstruments, NSW, Australia, serd utilizado
para processar 0s registros de presséo arterial (PA) e intervalo de pulso dos animais. O
software detectara pontos de inflexdo ciclo a ciclo no sinal de PA pulsétil, permitindo a
determinacdo batimento a batimento dos valores da presséo arterial sistélica (PAS). A
variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) e da PAS serdo analisadas no dominio da
frequéncia por meio do software CardioSeries V2.7, desenvolvido por Daniel Penteado
Martins Dias da Universidade de Sdo Paulo (USP).

A andlise da variabilidade da FC sera realizada por meio da decomposicao do
sistograma, utilizando a Transformada Répida de Fourier. A variabilidade da PAS sera
analisada a partir do tacograma de registro da PAS. A partir desses dados, serdo
determinadas as poténcias das bandas de baixa frequéncia (LF, 0,20-0,75 Hz) e das bandas
de alta frequéncia (HF, 0,75-3,0 Hz). A banda de baixa frequéncia corresponde a atividade
nervosa simpatica e parassimpatica, enquanto a banda de alta frequénciacorresponde a
atividade nervosa parassimpética. O balango simpatico-vagal sera analisado pela razéo
LF/HF.
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4.10. Obtencao das amostras de sangue

Ao final do protocolo experimental, sob anestesia intracardiaca profunda (cloridrato
de cetamina 160 mg/kg e cloridrato de xilasina 20 mg/kg) os ratos foram decapitados e o
sangue do tronco foi coletado em tubos plasticos contendo heparina de litio (Vacutainer®
- BD). As amostras de sangue foram centrifugadas (2.268 x g por 5 min a 4°C), em
seguida o soro sanguineo foi coletado e armazenado a -80°C, para anélise de

biomarcadores inflamatorios.
4.11. Retirada de tecidos

Apds eutandsia, a artéria aorta e o colon distal foram retirados, devidamente limpos
e imediatamente submersos em nitrogénio liquido para o imediato congelamento e
armazenamento em freezer -80° C para futuras anélises de producéo proteica (Fang et al.,
2019). As glandulas adrenais foram removidas, limpas e pesadas para confirmar a eficacia
da DEX. Glandulas adrenais, aorta toracica, peso do colon ascendente e descendente

foram normalizados pelo comprimento do 0sso da tibia (cm).

4.12. Protocolo de dosagem de proteinas

A aorta congelada foi homogeneizada com a utilizagéo do gral e macerado com o
pestilho, sempre submersos em nitrogénio liquido (DE PAULA et al., 2023) e para 0
célon distal foi realizada a homogeneizacdo com a utilizacdo o homogeneizador polytron
(IKA T18, Staufen, Germany) (MACEDO et al., 2014). A aorta macerada foi depositada
em tubos com solugdo tamp&o RIPA (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)
que continha: 0,5 de Tris Base, pH 7,4, 1,5M de NaCl, 2,5% de &cido deoxicolo, 10% de
NP-40, 10mM de EDTA. Neste tampao foi adicionado um coquetel de inibidores de
proteases (0,1%, PIC, Sigma Aldrich, USA). Em seguida, os tubos foram centrifugados a
4°C com ciclo de 16.800 x rpg por 20 minutos. As amostras centrifugadas foram
armazenadas no freezer a -20° C até o momento da utilizacdo. As amostras do colon foram
homogeneizadas na mesma solugdp RIPA com os dois inibidores de proteases
previamente descritos. Posteriormente, as amostras foram analisadas e os valores de
absorbancia foram avaliados pelo leitor de placas (BMG labtech, Spectro Star Nano,
ARABLAB 2012, Ortenberg, Germany). Apés a obtencdo do valor de absorbancia foram

feitos os calculos da concentracdo de proteinas em cada amostra, usando a curva padrao
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obtida com uso de proteina padrao (Protein Assay Standart Il, cat.#500-0007, Bio Rad).
Apos a dosagem da concentracdo de proteinas, as amostras foram estocadas a -20° C e

utilizadas para os experimentos de Western Blotting.

4.13. Analise de biomarcadores inflamatérios MILLIPLEX-ELISAI®

As amostras do plasma previamente coletadas foram utilizadas para anélise de
citocinas e biomarcadores inflamatorios, utilizando os seguintes Kits: (RECYTMAG-
65K (Cat. #RECYTMAG-65K, Millipore, SIGMA) para as interleucinas (IL)-4, IL1a,
IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70, Interferon (IFN)-y, Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF), Fator de Necrose Tumoral (TNF)- a e (RV1IMAG-26K- Multi-espécies
imunologia Cat. No. TGFBMAG - 64K — 01, Milipore, SIGMA) para TGF-p1

respectivamente, conforme indicacdo do fabricante.

Sucintamente, foram selecionadas placas com 96 pocos, a qual passaram por
lavagem com solucdo tampao de lavagem (200um) e agitadas durante 10 minutos a 25°C,
logo ap6s foram secas com papel absorvente. Apds o término da secagem, foram
adicionados a placa 25uL de cada ponto da curva padrdo das amostras de plasma,
previamente preparada. Em seguida, foram adicionados 50 pL das amostras de plasma
sanguineo em cada poco, além de 25 pL da mistura das esferas magnéticas conjugadas

aos anticorpos primarios. A placa permaneceu em agitagdo por 24h a 4°C.

Apds essas 24h, foram retirados os liquidos dos pocos e a placa foi lavada por 2x
com solucdo tampao sob agitacdo durante 30 s, com auxilio de um ima de placa (60s).
Logo apos, 25 pL de anticorpos de deteccdo foram adicionados aos pogos e incubados,
sob agitacdo, por 1 hora a 20-25°C. Em seguida, a Estreptavidina-Ficoerytrina foi
incubada na placa sob agitacdo por 30 minutos a 20-25°C. Apoés outra lavagem com
solucdo tampdo, 150 pL das amostras foram colocadas no fluido de injecdo no
equipamento as esferas foram ressuspensas em um agitador durante 5 min. Em seguida a
placa foi analisada no equipamento MagPix para a deteccdo de quantidades de citocinas

e componentes alvos em pg / mL.

1 Esta técnica foi realizada em parceria com o Laboratério de Farmacologia sob responsabilidade do prof
Titular Carlos Ferreira dos Santos, na Faculdade de Odontologia da USP, Bauru.
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4.14. Procedimentos de andlise da producéo proteica dos tecidos

As amostras da aorta e do colon foram separadas eletroforeticamente por tamanho
pelo sistema de gel de poliacrilamida (AMARAL et al., 2001), utilizando a técnica de
Western Blot. Basicamente, foi utilizado um gel com duas camadas, em diferentes
concentragdes: 5% na camada superior e 8% na camada inferior. As amostras das artérias
(30pg) foram colocadas no gel e, posteriormente, dentro de uma cuba com solugao tampao
de corrida (190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 0,1% de SDS, pH 8,3). O processode corrida
e separacgdo das proteinas por tamanho ocorreu aproximadamente por 120 minutos a uma
voltagem de 200V. O marcador de peso molecular (Precision Plus ProteinStandarts blue,
cat.#161-0373 - Bio-Rad) foi simultaneamente utilizado durante o procedimento. As
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose comaplicacdo de
corrente de 120V, por 1 hora e meia em tampao especifico (190 mM de glicina, 25 mM
de Tris, 20% de metanol, pH 8,3). A equivaléncia da quantidade de proteina que foi
colocada em cada coluna foi conferida por meio da coloragdo com Ponceau. As
membranas foram lavadas em solucdo de Tris 1M, NaCl 5M, Tween 20 (TBS-T)
dissolvidos em agua destilada e foram bloqueadas em solucdo de 5% dealbumina sérica
bovina (BSA) por 20 minutos, utilizando o sistema SNAP 1.D. (Merck- Millipore,
Darmstadt, Alemanha), como previamente publicado (HERRERA et al., 2016). Apds o
bloqueio, as membranas foram lavadas 1 vez por 2 minutos em TBS-T e incubadas por
10 minutos em seu respectivo anticorpo primario, com diluicdo apropriadapara proteinas
em 1% de soro bovino de albumina (BSA): Anti-colageno 3 (Mouse monoclonal anti-
Collagen 3 antibody, St Johns Laboratory #STJ97025, 1:800), anticorpoanti-Smad2/3
(Mothers against decapentaplegic homolog 2 and Mothers against decapentaplegic
homolog 3, SMAD2/3, Anti-Smad2/3 antibody 1-80, antibody, St Johns Laboratory
#STJ995697, 1:500), p-SMAD2/3 (anti—phospho-smad2/3-thr 1-80, antibody, St Johns
Laboratory #STJ90522, 1:500), anti-receptor 2 do fator transformadorbeta 1 (Anti-
TGFBR2, antibody 23-180, St Johns Laboratory #STJ26170, 1:1000) e anti- fator
transformador beta 1 TGF-B1(TGF-B1, polyclonal anti-TGF beta antibody, Abcam
#ab66043, 1:500) foram utilizados para o tecido da artéria aorta. Ja as proteinas Claudina-
1 (Claudin 1 Antibody, Rabbit Polyclonal, Proteintech #13050-1-AP, 1:1000) e a
ocludina (Occludin Antibody, Rabbit Polyclonal, Proteintech #13409-1-AP, 1:1000)
foram utilizados no tecido colén distal. Apds nova lavagem de 3 vezes, as membranas
foram incubadas com o anticorpo secundario (IgG anti-mouse e anti-rabbit, 1:1.000 para
colageno 3, TGF- BI, TGFR2B1, Claudina, Ocludina e SMAD 2/3 total e fosforilada,
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respectivamente). Como normalizador interno foi utilizado o GAPGH (Glyceraldehyde —
3 — Phosphate Dehydrogenase (GAPDH FL - 335, Santa Cruz #sc-25778, 1:800).
Posteriormente, os anticorpos. foram detectados por reagcdo quimica com a utilizacdo de
quimiluminescéncia aumentada (Immobilon®Crescendo, Western HRP Substrate,
Cat.No. #WBLURO0500, Merck-Millipore — Made in USA). As diferencas de
quantificacdo de densitometria proteica entre os grupos foram obtidas pela anélise feita
pelo software computacional (LI-COR®, Model: 3600, LI-COR, Inc 4647 superior ST.
Lincoln, NE 68504 U.S.A., Made in U.S.A). Os resultados de cada proteina foram

normalizados pela quantidade de GAPDH e apresentados como % do grupo controle.

5. ANALISE ESTATISTICA.

Os valores sdo apresentados como média * erro padrao da média (EPM) ou mediana,
desvios interquartilicos e valores maximos e minimos com coeficiente de intervalo (CI).
Para as amostras com distribuicdo normal foram utilizados testes paramétricos, analise de
variancia (ANOVA) de dois caminhos ou teste t- Student, conforme grupos. Para as
amostras com a distribuicdo ndo normal, ajustes foram feitos pelo préprio software Sigma
Stat (4 versdo) para utilizacdo de testes ndo - paramétricos (Tukey). O software GraphPad
Prism (versdo 8) foi usado para todos os graficos.

Foram utilizados testes de correlacdo de Pearson (para osdados paramétricos) e
correlacdo de Spearman (para os dados ndo paramétricos) entre osparametros funcionais
e de densitometria proteica usando o software GraphPad Prism (versdo 8). As amostras
que apresentaram diferencas significativas foram analisadas pelopost-hoc de Tukey com
p<0,05.

6. RESULTADOS:

6.1. Peso corporal e dos diferentes tecidos.

O peso corporal foi mensurado semanalmente, por 8 semanas (periodo pré-
tratamento com DEX) e diariamente nos 14 dias subsequentes finais (periodo de
tratamento com DEX) nos animais sedentarios e treinados. Como ilustrado na Figura 2A,
pode se observar que, no inicio do protocolo experimental todos 0s animais sedentarios
apresentavam PC semelhantes (270 + 10; 270 £ 7; 271 £ 8 e 275 + 7g; para SC, SP, SD
e SPD, respectivamente, Fig 2A) e apresentaram um aumento similar durante a
suplementacdo com probidtico, pois o PC final também foi semelhante (388 + 13; 388 +
11; 389 £ 10 e 391 + 119, para SC, SP, SD e SPD, respectivamente, Fig 2B), ou seja, a

suplementacdo com probidtico ndo promoveu ganho adicional no PC dos animais. No
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entanto, na Figura 2C, é possivel notar diferenca significativa no PC final dos animais
tratados com DEX. A analise mostrou efeito do tratamento com DEX (p < 0,002), ndo
efeito da suplementagdo com probidtico (p = 0,738) e sem interacbes entre a
suplementacdo x tratamento (p = 0,832), como mostra a Figura 2C. A comparag0es post
hoc demonstraram que os grupos SD e SPD apresentaram PC significativamente menor
(-12% e -10%, para SD e SPD, com p<0,018 e p<0,042) em comparagado com 0S grupos
controle e probidtico, SC e SP (Fig. 2C).
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Figura 2. Comparacéo do peso corporal (PC, em gramas) sob efeito da suplementacéo e/ou tratamento com
dexametasona (DEX) durante todo o protocolo experimental em todos os grupos: Sedentario Controle (SC,
n=16), Sedentario suplementado com Probiético (SP, n=16), Sedentario tratado com Dexametasona (SD,
n=18), Sedentario Probidtico + Dexametasona (SPD, n=17), Treinado Controle (TC, n=6 - 14), Treinado
Probiético (TP, n= 6 - 13), Treinado tratado com Dexametasona (TD, n=6 - 14) e Treinado Pro + DEX
(TPD, n=6 - 14). As Figuras A, B e C correspondem a comparacdo do PC dos grupos sedentarios e As
figuras D, E e F correspondem a compara¢do do PC entre os grupos treinados. Sendo PC inicial (A, D), PC
apos 60 dias de suplementacdo com o probiotico L. casei (B,E) e PC no final do protocolo (C,F) para
sedentarios e treinados. Significancia: + vs grupo controle; T vs grupo probidtico, p < 0.05.
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A Figura 2D, mostram que todos 0s animais treinados também tinham PC
semelhantes tanto no inicio do protocolo experimental (252 + 6; 250 + 6; 250 + 8 e 248
+ 79; para TC, TP, TD e TPD, respectivamente, Fig 2 D) como no final de 8 semanas
(395+£10;399+9; 392+ 10e 392 + 10g, para TC, TP, TD e TPD, respectivamente, Fig
2E), ou seja, a suplementacdo com probidtico concomitante ao TF combinado também
ndo promoveu ganhos adicionais no PC dos animais. No entanto, ao final do tratamento

com DEX (Figura 2F), assim como nos sedentarios, também foi observado efeito do
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tratamento com DEX (p<0,001), mas ndo efeito da suplementacdo com probiotico (p =
0,97), sem interacdes entre a suplementacdo x tratamento (p = 0,55). A comparagédo post
hoc demonstrou que os grupos TD e TPD apresentaram PC significativamente menor (-
14% e -15%, para TD e TPD, respectivamente, p<0,05) em comparagdo com 0S grupos
controle e probidtico, TC e TP (Fig. 2F).

Pode-se observar na Figura 3 o efeito do treinamento associado ou ndo com a
suplementacdo e/ou com o tratamento com DEX. O treinamento ndo foi capaz de

promover alteracdo significativa no PC dos animais em ambas as intervencdes.
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Figura 3. Comparagdo do peso corporal (PC, g) entre os animais sedentarios e treinados: Sedentério tratado
com dexametasona (SD, n=14), treinado tratado com Dexametasona (TD, n=12), Sedentério Probiotico +
Dexametasona (SPD, n=13) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=11).

Pode-se observar nas tabelas 2 e 3 os valores de massa dos diferentes tecidos
coletados, tanto absoluto como normalizado pelo tamanho da tibia (mg/cm). A analise
estatistica foi aplicada apenas nos pesos relativos utilizando o comprimento da tibia como
normalizador e sdo apresentados em média + erro padrdo da média (EPM) para os
resultados paramétricos e para os resultados ndo paramétricos sdo apresentados como

mediana com 95% coeficiente de intervalo.

Nota-se na tabela 2 que a analise da massa do baco mostrou efeito do tratamento
com DEX (p < 0,035), mas ndo da suplementacdo com probidtico (p = 0,607) sem
interagdes significativas (p = 0,429). Comparac¢des post hoc demonstraram que DEX
reduziu o peso da massa do bago significativamente (- 16 %, SD vs SC, p = 0,020) e a
suplementacdo com L. casei foi capaz de atenuar essa reducéo, uma vez que o grupo SPD

apresentou peso do baco semelhante ao grupo SP (p = 0,100).
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A analise da massa do col6n proximal mostrou efeito do tratamento com DEX (p
< 0,021), mas ndo da suplementacdo com probidtico (p = 0,269) sem interacOes
significativas (p = 0,554). Comparagdes post hoc demonstraram que DEX reduziu o peso
da massa do colon distal, a qual mostrou efeito do tratamento (p < 0,005), mas ndo da
suplementacdo com probidtico (p = 0,342) sem interacdes significativas (p = 0,744).
Comparac@es post hoc demonstraram que DEX reduziu a massa do colon distal (— 20%,
SD vs SC, p = 0,025) e a suplementacdo com probidticos foi capaz de atenuar essa
reducdo, uma vez que o grupo SPD apresentou massa do colon distal semelhante ao grupo
SP (p = 0,076, dados fornecidos). A andlise da massa da glandula adrenal confirmou a
eficicia da DEX, uma vez que os grupos SD e SPD tiveram menor valor (— 49% e — 37%,
para SD e SPD, respectivamente, p<0,001) em comparagdo com 0s grupos controle e
probidtico, SC e SP. Os valores de massa da aorta, artérias femorais, cdlon proximal,

coracdo, VE e figado ndo estavam diferentes entre os grupos.

Em relacdo a anélise das massas musculares houve efeito do tratamento com DEX
(p < 0,004), mas ndo da suplementacdo com probidtico (p = 0,624), sem interacOes
significativas (p = 0,900) para TA e mostrou efeito do tratamento com DEX (p < 0,003),
mas ndo da suplementacdo com probidtico (p = 0,764), sem interacdes significativas (p =
0,951) para FHL. As comparagdes post hoc demonstraram que DEX reduziu o peso da
massa do TA significativamente dos animais sedentérios SD e SPD (-20% e -21 %, para
SD e SPD com valor de p<0,029 e p<0,027, respectivamente) quando comparados aos
animais controle, SC e SP e do FHL somente no SD (-22%, p<0,046) quando comparados

aos animais controle, SC.
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Tabela 2. Analises do peso de diferentes tecidos sob influéncia da suplementagéo
com L. casei e tratamento com dexametasona nos animais sedentarios.

Grupos

SC SP SD SPD
Tibia (cm) 41+0,1 42+0,1 4,0+0,04 4,1+0,04
Aorta (g) 0,05 £ 0,005 0,05 + 0,004 0,05 £ 0,006 0,05 £ 0,005
Aorta/tibia (mg/cm) 12,26 +1 1398+ 1 10,05+ 2 12,80+1
Femoral (g) 0,004 £ 0,001 0,006 + 0,001 0,006 + 0,001 0,006 + 0,001
Femoral/tibia (mg/cm) 11+1 15+1 14+1 15+1
Bago (g) 0,92 £0,08 0,89+0,08 0,67 £0,08 0,77 £0,07
Baco/tibia (mg/cm) 242 +23 235+21 175+ 17+ 192 £15
Figado (g) 13,327 +0,5 13,753+0,2 12,768 +0,4 12,458 +0,6
Figado/tibia (mg/cm) 3291 + 150 3402 + 67 3156 + 96 3092 +139
Célon proximal (g) 0,70 £0,05 0,71+0,03 0,58 £ 0,06 0,63+0,04
Célon proximal/tibia (mg/cm) 168+ 10 174+ 8 136 + 12+ 154+8
Célon transverso (g) 0,46 £ 0,04 0,45+ 0,02 0,42 £ 0,06 0,39 £0,02
Colon transverso/tibia 108 + 10 112+ 4 104 +5 93+6
(mg/cm)
Codlon distal (g) 0,48 £ 0,03 0,50 +0,03 0,38 £ 0,02 0,42 £0,04
Cédlon distal/tibia (mg/cm) 117+9 125+9 93+ 4+ 103+9
Coragdo (g) 1,08 + 0,05 1,10+ 0,02 1,10+ 0,09 1,07 £ 0,05
Coragao/Tibia (mg/cm) 130,34 + 10,28 134,82 + 5,62 122,86 + 22,3 130,03 + 13
VE (9) 0,64 £0,07 0,73+0,02 0,72+£0,04 0,70£0,03
VE/Tibia (mg/cm) 86,01 + 16,65 90,77 +4,23 83,11 + 10,52 85,14 + 7,82
TA (9) 0,66 + 0,02 0,68 + 0,04 0,52 £ 0,05 0,53 +£0,05
TA/Tibia (mg/cm) 167,57 + 11,58 170,28 + 11,04 130,2 + 11,58+ 134,33 10,98+
SOL (9) 0,17 +£0,01 0,19+0,01 0,17 £ 0,006 0,15+0,01
SOL/Tibia (mg/cm) 42,33+3,34 48,16 £2,7 42,32 £1,47 39,17+27
FHL (g) 0,5+0,02 0,57 +0,03 0,42 £0,04 0,47 £0,03
FHL/Tibia (mg/cm) 124,43 + 6,64 141,32 £7,99 97,44 +11,46* 118,77 £8,17
Adrenais (g) 0,05 £ 0,003 0,05 + 0,002 0,02 £ 0,003 0,03 £0,003
Adrenais/tibia (mg/cm) 6,6+0,3 6,7+0,3 3,2+0,3+++ 4,2 +0,3%%* 9%

Ventriculo esquerdo (VE); tibial anterior (TA); soleo (SOL); flexor longo do halux (FHL) e o comprimento
do osso tibia foi utilizado para normalizar o peso dos tecidos (mg/cm) dos animais sedentarios: Controle
(SC, n= 10 - 14); Sedentario Probiético (SP, n=10 - 17); Sedentario Dexametasona (SD, n=10 - 18);
Sedentario Probidtico + Dexametasona (SPD, n= 10 - 14). Os resultdos dos tecidos aorta, colon transversal,
coracdo e VE normalizados pela tibia sédo apresentandos em medianas com 95% coeficiente de intervalo.
Significancia: *p<0,05, ***p<0,001, +++p<0,001para + vs grupo SC; * vs grupo SD e T vs grupo SP.

A Tabela 3 ilustra os resultados nos animais treinados. Pode-se observar que a
andlise da massa do bago mostrou efeito do tratamento (p < 0,001), mas ndo da
suplementagdo com probidtico (p = 0,06) sem interacBes significativas (p = 0,196).
Comparagdes post hoc demonstraram que DEX néo reduziu o peso da massa do bago

significativamente nos animais treinados e tratados (- 16 %, TD vs TC, p = 0,09) e a



42

suplementacdo com L. casei foi capaz de atenuar essa redu¢do, uma vez que o grupo TPD
apresentou peso do baco semelhante ao grupo TP (p = 0,66). Além disso, a comparagédo
post hoc demonstrou que o L. casei aumentou o peso do bacgo significativamente nos

animais treinados e suplementados (+ 22 %, TP vs TC, p > 0,02)

Com relacdo a massa do figado, pode se observar na tabela 3 que a analise mostrou
efeito do tratamento (p < 0,006), mas ndo da suplementacdo com probidtico (p = 0,844)
sem interagOes significativas (p = 0,858). Comparagdes post hoc demonstraram que a
suplementacdo com L. casei + DEX reduziu o peso da massa do figado (- 9%, TPD vs
TP, p = 0,038, tabela 3) sem efeito significativo da DEX (P = 0,060).

A andlise do peso do col6n transversal ndo mostrou efeito do tratamento com DEX
(p <0,130), mas mostrou efeito da suplementacdo com L. casei (p = 0,011) sem interacdes
significativas (p = 0,054). Comparacdes post hoc demonstraram que a DEX aumentou o
peso do cblon transversal (+43%, TD vs TC, p = 0,014) e a suplementacdo com L. casei
foi capaz de atenuar esse aumento, uma vez que o grupo TPD apresentou massa do célon
transversal semelhante ao grupo TP (p = 0,001, tabela 4). O mesmo pode ser observado
com relacdo a andlise da massa do colon distal, que mostrou efeito do tratamento com
DEX (p < 0,013), mas nédo da suplementacdo com L. casei (p = 0,616) sem interacoes
significativas (p =0,270). Comparagdes post hoc demonstraram que DEX reduziu a massa
do cdlon distal (- 17%, TD vs TC, p = 0,030, tabela 3) e L. casei + DEX reduziu 0 peso
da massa do célon distal (- 21%, TPD vs TP, p = 0,010, tabela 3). A analise do peso da
glandula adrenal confirmou a eficacia da DEX, uma vez que os gruposTD e TPD tiveram
menor valor (— 31% e — 33%, para TD e TPD, respectivamente, p<0,001) em comparagédo
com os grupos controle e L. casei, TC e TP. Tanto a massa da aorta quanto as femorais

nédo apresentaram diferencas significativas.

Em relagdo a analise das massas musculares ndo houve efeito do tratamento com
DEX (p < 0,416), mas sim da suplementacdo com probidético (p = 0,020), sem interacdes
para SOL e mostrou efeito do tratamento com DEX (p < 0,044), mas ndo da
suplementacdo com probidtico (p = 0,451), sem interacGes para FHL. As comparacgdes
post hoc demonstraram que DEX reduziu o peso da massa do FHL significativamente dos
animais sedentarios TD (- 23%, p<0,044) quando comparados aos animais controle, TC.
J& em relacdo ao peso da massa do SOL as comparacgdes post hoc demonstraram que a

suplementacdo com L. casei aumentou somente no TP (+34%, p<0,046) quando
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comparados aos animais controle, TC. Os valores de massa da aorta, artérias femorais,

TA, VE, coracdo e colon proximal ndo estavam diferentes entre 0s grupos.

Tabela 3. Analises do peso de diferentes tecidos sob influéncia da
suplementacdo com L. casei e tratamento com dexametasona nos animais treinados.

Grupos

TC TP TD TPD
Tibia (cm) 41+0,1 42+0,1 4,0£0,04 4,1+0,04
Aorta toracica (g) 0,052 + 0,004 0,050 + 0,002 0,052 + 0,003 0,050 + 0,003
Aorta toracica (mg/cm) 129+19 11,9+0,9 13,1+1,6 124 +1,7
Femoral (g) 0,005 +£0,0005 0,005 + 0,0002 0,004 £ 0,0004 0,004 + 0,0004
Femoral (mg/cm) 1,1+1 12+1 111 101
Baco (g) 1,0£0,08 1,23+£0,10 0,84 £0,04 0,88 0,05
Bago (mg/cm) 246 + 18 300 + 27* 205+ 10 216 + 12+++
Figado (g) 13,707 £ 0,54 13,805 £ 0,34 12,653 £ 0,31 12,374 £0,32
Figado (mg/cm) 3370 + 143 3369 + 87 3095 + 82 3056 + 78+
Célon proximal (g) 0,68 +0,04 0,61 + 0,06 0,60 + 0,06 0,58 £ 0,07
Colon proximal (mg/cm) 166 + 10 148 + 14 147+ 14 142+ 16
Colon transverso (g) 0,42 £0,02 0,41 +0,03 0,60 + 0,06 0,39 £ 0,04
Colon transverso (mg/cm) 103+6 122 +23 147 + 14+ 95 + g***
Célon distal (g) 0,50 £0,03 0,51 £0,02 0,42 £0,03 0,39 +£0,03
Colon distal (mg/cm) 123+8 124 +5 102 £ 7+ 98 + 7+
Coragdo (g) 1,095 £ 0,05 1,127 £ 0,08 1,067 £ 0,03 1,016 £ 0,03
Coracgdo/Tibia (mg/cm) 1345+5 137,2+6 130,4+3 1255+4
VE (9) 0,729 £ 0,024 0,734 £ 0,049 0,703 £ 0,02 0,676 £ 0,021
VE/Tibia (mg/cm) 89,509 + 3 89,331+7 85,893 + 2 83,461+ 3
TA(9) 0,4913 0,5771 £ 0,062 0,5811 + 0,03 0,4643 + 0,04
TA/Tibia (mg/cm) 120,8 £ 16 140,515 142,02 £8 114,12 +11
SOL (g) 0,1174 +0,008  0,1588 + 0,022 0,1313 £0,01 0,1401 £ 0,01
SOL/Tibia (mg/cm) 28,7852 38,706 + 5+ 32,061 +2 34,535 + 3+
FHL (g) 0,5248 +0,465  0,4848 + 0,055 0,4079 £ 0,04 0,4562 + 0,04
FHL/Tibia (mg/cm) 1288 £ 11 117,973 £ 13 99,606 + 9+ 112,450 £ 9
Glandulas adrenais (g) 0,06 + 0,004 0,06 + 0,004 0,04 £ 0,003 0,04 + 0,002
Glandulas adrenais 7102 68+03  4,9+03+++ 4,6+ 0271

(mg/cm)

Ventriculo esquerdo (VE); tibial anterior (TA); sdleo (SOL); flexor longo do halux (FHL). O comprimento
do osso tibia foi utilizado para normalizar o peso dos tecidos (mg/cm) nos grupos treinados: Treinado
Controle (TC, n=6 -14); Treinado Probidtico (TP, n=5 — 12); Treinado Dexametasona (TD, n=8 - 14);
Treinado Probidtico + Dexametasona (TPD, n=7 — 14). Os resultdos dos tecidos aorta, cdlon transversal, coracdo
e VE normalizados pela tibia sdo apresentandos em medianas com 95% coeficiente de intervalo. Significancia:
*p<0,05, ***p<0,001 para + vs grupo TC; * vs grupo TD e { vs grupo TP.

6.2. AvaliacOes das capacidades fisicas dos animais.

Nota-se na Figura 4A e D, que todos 0s animais iniciaram o protocolo

experimental com valores similares de carregamento maximo de peso (A, 371, 62 + 16 g,
375,43+ 149, 354,83+ 16 e 361, 40 £17, para SC, SP, SD, SPD, respectivamente e D,
357, 66 £ 20, 385, 76 + 21, 369, 16 + 19 e 386, 76 £ 21, para TC, TP, TD e TPD,

respectivamente). Apés 60 dias os animais sedentarios ndo apresentaram diferenca

significativa da capacidade fisica de carregamento de peso Figura 4B. Apos tratamento

com DEX, como mostra a Figura 4C, € possivel notar que os animais do grupo SD
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apresentaram maior carga carregada no TCM-4 (p < 0,001) quando comparado ao grupo

SC e, SPD apresentaram maior carga carregada no TCM-4 (p < 0,024).

Pode-se observar na Figura 4E que os animais treinados ndo apresentaram
diferenca significativa entre eles (P = 0,940), sem efeito da suplementacdo (P = 0,310) e
sem interacdo suplementacao x tratamento (P = 0,608). O mesmo pode ser observado na
Figura 4F. Os animais treinados ndo apresentaram diferenca significativa entre eles (P =
0,997), sem efeito da suplementacdo (P = 0,376) e sem interacdo suplementacdo x

tratamento (P = 0,465).
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Figura 4. Resultado dos testes de carregamento maximo na escada (TCM, em gramas). as Figuras A, B e
C correspondem aos resultados de TCM dos grupos sedentarios e as figuras D, E e F correspondem a
comparacao os resultados de TCM entre os grupos treinados. Sendo TCM inicial (A e D), TCM ap6s 60
dias de suplementacdo com o probidtico L. casei (B e E) e TCM no final do protocolo (C e F) para
sedentarios e treinados. Sedentario Controle (SC, n=16), Sedentario suplementado com Probidtico (SP,
n=16), Sedentério tratado com Dexametasona (SD, n=18), Sedentario Probidtico + Dexametasona (SPD,
n=17), Treinado Controle (TC, n=6 - 14), Treinado Probio6tico (TP, n=5 - 13), Treinado tratado com

Dexametasona (TD, n=4 - 14) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=5 - 14). Significancia: + vs grupo controle;
+ vs grupo probioético, p < 0.05.
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A Figura 5, ilustra o efeito do treinamento combinado nos animais tratados com
DEX ou associado com probidtico. As maltiplas comparacfes demonstraram que o TFc
melhorou a capacidade fisica na escada dos animais TD e TPD em relacdo aos seus
respectivos controles, SD e SPD (TD vs SD p<0,001 e TPD vs SPD, p<0,0001,

respectivamente), como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Resultados de teste de carregamento méximo na escada (TCM, em gramas) em relacdo ao efeito
do treinamento para os grupos: Sedentério tratado com dexametasona (SD, n=14), treinado tratado com
Dexametasona (TD, n=4), Sedentério Probidtico + Dexametasona (SPD, n=13) e Treinado Pro + DEX

(TPD, n=5). Indicagdes estatisticas: ** em relagdo ao grupo dexametasona, p < 0,01; 111 em relagdo ao
grupo probidtico, p <0,001.

TCM (g)

A Figura 6, ilustra os resultados dos testes de esforco maximo na esteira mostrados
em segundos, realizados durante o periodo de TF combinado. Nota-se que todos 0s
animais iniciaram o protocolo experimental com valores similares (649 £ 32 s, 653 + 54
S, 637 £ 24 e 651 + 35 s, para SC, SP, SD, SPD, respectivamente e 728 + 50 s, 677 + 50
S,679+27e713+62s, para TC, TP, TD e TPD, respectivamente). A Figura 6 mostra
que nem a suplementacdo com probidtico, nem a DEX alterou significativamente a

capacidade fisica na esteira dos animais sedentarios.
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Figura 6. Resultado dos testes de esforco maximo (TEM, em segundos) nos animais sedentarios e
treinados: Figuras A, B e C corresponde aos resultados de TEM dos grupos sedentarios e as figuras D, E e
F correspondem a comparacdo os resultados de TEM entre os grupos treinados. Sendo TEM inicial (A e
D), TEM apo6s 60 dias de suplementagdo com o probidtico L. casei (B e E) e TCM no final do protocolo (C
e F) para sedentérios e treinados. Sedentério Controle (SC, n=16), Sedentério suplementado com Probidtico
(SP, n=16), Sedentario tratado com Dexametasona (SD, n=18), Sedentario Probidtico + Dexametasona

(SPD, n=17), Treinado Controle (TC, n=4 - 14), Treinado Probiotico (TP, n=5 - 13), Treinado tratado com
Dexametasona (TD, n=4 - 14) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=4 - 14).

A Figura 7, ilustra o efeito do treinamento nos animais tratados com DEX,
associados ou ndo com a suplementacdo com probidtico. As multiplas comparacdes
demonstraram que o TFc melhorou a capacidade fisica na esteira dos animais TD em
relacdo SD (p<0,001), mas ndo melhorou do TPD em relac¢do ao SPD (P = 0,154) como

mostra a figura 7.
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Figura 7. Resultados de teste de esforco maximo na esteira (TEM, em segundos) entre animais sedentarios
e treinados: Sedentério tratado com dexametasona (SD, n=14), treinado tratado com Dexametasona (TD,
n=4), Sedentario Probi6tico + Dexametasona (SPD, n=13) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=4).
Significancia: ** em relagdo ao grupo dexametasona, p < 0,01

A tabela 4 ilustra os valores de delta do PC e das capacidades fisicas de todos 0s
animais de todos os grupos. Nota-se que todos os animais, tanto sedentarios como

treinados ganharam PC de forma similar durante as primeiras 8 semanas do protocolo
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experimental. Por outro lado, o post hoc mostrou diferenca significativa nos niveis de
tratamento com DEX (p = 0,001), mas ndo da suplementacdo com probidético (p = 0,533)
e ndo foi encontrado interacdo entre suplementacgéo x tratamento (p = 0,297). A mdltipla
compara¢do mostrou que os animais sedentéarios e tratados com DEX apresentaram
reducdo de PC quando comparado aos respectivos controles (p<0,001 para SD vs SC) e
a suplementacdo com probidtico L. casei ndo foi capaz de atenuar essa resposta nos
animais SPD quando comparado ao SP (p<0,007, Tab 4). Da mesma forma, em relacéo
aos animais treinados, o post hoc mostrou diferenca significativa de delta de PC nos niveis
de tratamento com DEX (p = 0,001), mas n&o da suplementacdo (p = 0,846) e nédo foi
encontrado interacdo entre suplementacdo X tratamento (p = 0,990). A mudltipla
comparagdo mostrou que o TFc ndo foi capaz de atenuar a reducdo do PC dos animais
treinados e tratados com DEX quando comparado ao controle (p<0,001, para TD vs TC).
Da mesma forma, a associacdo entre TFc e a suplementacdo com L. casei ndo foi capaz
de atenuar a reducdo do PC induzida pelo tratamento com DEX (p<0,001, para TPD vs
TP).

Tabela 4. Valores de delta do peso corporal e das capacidades fisicas de todos 0s animais e de todos
grupos.

Grupos PC TEM (s) TCM (g)
Periodo de Sedentdrios +11578+6 +66,37 + 27 +327,2 £ 20
suplementacéo
Treinados +107,04 + 7 +403,81** +518,6 + 22**
SC +1,83 £ 17 -6,91 £ 52 +345,61 £ 44
SP -1,92 £ 16 +89,16 + 52 +307,92 £ 44
SD -52,00 £ 16*** +76,93 £ 47 +345,83 £ 38
Periodo de SPD -37,23 £ 171F +2,00 £ 52 +309,80 £ 41
Tratamento TC +1,16+ 6 +102,25 + 31 +600,00 + 40
TP +2,45+ 6 +37,80 + 28 +543,60 + 44
TD -49,58 + 6*** +52 50 + 31 +580,00 + 49
TPD -48,45 + 611+ +25,25+31 +574,60 + 44

Os valores sdo apresentados em delta e foram registrados durante dois periodos distintos: o periodo de
suplementagcdo com o probidtico L. casei de 60 dias e o periodo de tratamento com dexametasona de 14
dias. Os parametros avaliados incluiram o peso corporal (PC, em gramas), a capacidade maxima na esteira
(TEM, em segundos) e a capacidade maxima de carga voluntéria na escada (TCM, em gramas) em todos
0s grupos de estudo. Esses grupos foram divididos da seguinte forma: grupo sedentario controle (SC, n=6-
8); Sedentéario suplementado com Probidtico (SP, n=6 - 16), Sedentario tratado com Dexametasona (SD,
n= 6 - 18), Sedentario Probidtico + Dexametasona (SPD, n= 6 - 17), Treinado Controle (TC, n=4 - 14),
Treinado Probidtico (TP, n=5 - 13), Treinado tratado com Dexametasona (TD, n=4 - 14) e Treinado Pro +
DEX (TPD, n=4 - 14). Significancia + vs grupo SC; * vs grupo SD e { vs grupo SP.
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Com relacéo aos resultados de TEM ou TCM pode-se observar na Tabela 4 que
0s animais treinados apresentaram resultados maiores que os sedentarios nas primeiras 8

semanas, sugerindo que a suplementacdo com probiotico ndo atrapalhou este resultado.
6.3. Ingestdo alimentar.

Para verificar a influéncia da microbiota intestinal na ingestdo alimentar sob
influéncia do tratamento com DEX, os animais receberam a suplementacdo com L. casei
ao longo de 74 dias. A diferenca entre o alimento fornecido e o que restou na gaiola, foi
medida com 3 dias de antecedéncia e diariamente durante o tratamento com DEX,
concomitantemente com a suplementagdo com L. casei. A Figura 8 A ilustra o perfil de
ingestdo alimentar durante 12 dias de tratamento com DEX em todos 0S grupos
sedentarios. A ingestdo de alimentos nos ultimos 2 dias de tratamento com DEX néo foi
medida, pois foram realizados nos dias subsequentes a analise de VOP final e a canulagéo,
fatores que podem interferir na ingestdo alimentar dos animais. Para comparar todos 0s
grupos, foi realizada a quantificacdo da area debaixo da curva (AUC), que é apresentada
na Figura 8B. A analise da AUC da ingestdo alimentar mostrou efeito do tratamento com
DEX (p<0,001), mas ndo da suplementacdo com L. casei (p = 0,338), sem interagdo. A
andlise post hoc mostrou que o tratamento com DEX diminuiu a ingestdo alimentar, como
mostrado na Figura 8B, uma vez que o grupo SD apresentou menor AUC em comparagao
com o grupo SC (p < 0,001). Por outro lado, a suplementacdo com L. casei foi capaz de
atenuar essa reducdo, uma vez que o SPD apresentou AUC semelhante em relacdo ao
grupo SP (P =0,169) e maior AUC em relagéo ao ao grupo SD (p<0,004, Fig. 8B).
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A Figura 8B tambeém mostra que a suplementacdo com L. casei per se ndo causou
aumento da ingestdo de alimentos dos ratos nos animais SP em relacéo ao grupo SC (P =
0,975).
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Figura 8. Perfil do consumo de ragdo durante o periodo de tratamento com DEX (A, gramas) e andlise da
area sob a curva (AUC) durante o tratamento com DEX para todos os grupos (B): Sedentario Controle (SC,
n=13), Sedentario Probidtico (SP, n=14), Sedentario tratado com Dexametasona (SD, n=17) e Sedentario
Prob + Dex (SPD, n=14). Significancia: + vs grupo controle; * vs grupo dexametasona, p < 0.05.

Assim como nos animais sedentarios, 0 mesmo procedimento foi realizado nos
animais treinados com o intuito de compreender o efeito do TF combinado na ingestdo
alimentar dos animais tratados ou ndo com DEX. A Figura 9A ilustra o perfil de ingestao
alimentar durante 12 dias de tratamento com DEX em todos 0s grupos treinados. A
ingestdo de alimentos nos Gltimos 2 dias de tratamento com DEX ndo foi medida. A
analise da AUC da ingestdo alimentar (Fig. 9B) mostrou efeito do tratamento com DEX
(p<0,001), mas n&o da suplementacdo com L. casei (p = 0,050), sem interacdo (p = 0,361).
A analise post hoc mostrou que o tratamento com DEX diminuiu a quantidade de
alimentos ingeridos, como mostrado na Figura 9B, uma vez que o grupo TD apresentou
menor AUC em comparacao com o grupo TC (p < 0,001). A suplementacdo com L. casei
ndo atenuou essa reducdo, uma vez que o TPD também apresentou menor AUC em

relacdo ao grupo TP (p<0,001) e menor AUC comparado ao TD (p < 0,044).
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Figura 9. Perfil do consumo de ra¢do nos animais treinados (A, gramas). Andlise da area sob a curva (AUC,
B) durante o tratamento com DEX para todos os grupos treinados: Treinado Controle (TC, n=13), Treinado
Probidtico (TP, n=14), treinado tratado com Dexametasona (TD, n=17) e Treinado Prob + Dex (TPD,
n=14). Significancia: + vs grupo controle; * vs grupo dexametasona e ¥ vs grupo probidtico,p < 0.05.

6.4. Velocidade da onda de pulso.

Pode-se observar na Figura 10A que todos os ratos sedentarios apresentaram
valores semelhantes de VOP no inicio do protocolo (5,4 £ 0,3 m/s, 5,2 + 0,2 m/s, 5,2 +
0,2 m/s e 5,5+ 0,3 m/s, para SC, SP, SD e SPD, respectivamente). Da mesma forma, a
VVOP-2, realizada antes do inicio do tratamento com DEX, ndo apresentou alteracdes
significativas induzidas pela suplementacdo com probidtico L. casei, como ilustrado na figura
10B (4,9 £0,3m/s, 49 £0,2m/s, 51+02m/se 48 +0,2m/s para SC, SP, SD e SPD,
respectivamente). Por outro lado, a analise da VOP-3 (Fig, 10C), realizada ap0s tratamento
com DEX, indicou efeito do tratamento com DEX (p < 0,001), efeito da suplementagéo
probiotica (P=0,001) e suplementagdo probidtica x interacdo tratamento (p=0,001). Todas
as comparacoes revelaram que o VOP foi maior em ratos tratados com DEX (+60%, para
SD vs SC, p<0,001) e a suplementagdo com probidtico preveniu esse aumento, pois o
grupo SPD apresentou valores de VOP menores que o grupo SD (-35%, para SPD vs SD,
p<0,001), e sdo apresentados os valores em mediana com 95% coeficiente de intervalo
(5,1 com a minima 3,7 e maxima de 6,5 m/s, 4,6 com a minima 4,0 e maxima de 5,8 m/s,
7,8 com a minima 6,31 e maxima de 10,00 m/s e 5,0 com a minima 3,7 e maxima de 7,6

m/s, para SC, SP, SD e SPD, respectivamente) como observado na Figura 10C.
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Os animais treinados, ilustrados na Figura 10 na parte inferior, também
apresentaram valores semelhantes de VOP no inicio do protocolo (4,9 + 0,2 m/s, 4,9 £
0,1 m/s, 49 +0,2m/se 49 +0,2m/s, para TC, TP, TD e PD, respectivamente, figura
10D). No entanto, a VOP-2 (Figura 10E), realizada antes do inicio do tratamento com DEX,
apresentou alteragdes significativas. A analise estatistica ndo indicou efeito do tratamento(p <
0,627), apenas efeito da suplementacdo probidtica (P=0,003) e sem interacdo com suplementacédo
probidtica x tratamento (p = 0, 942). As comparacdes post hoc revelaramque o VOP foi menor
em ratos suplementados com L. casei (- 8 % e -9, para TP vs TC e TPD vs TD,
respectivamente), como mostra a Figura 10E. Ja a analise da VOP-3, ilustradana figura 10F, ndo
indicou efeito do tratamento (p = 0,050), nem efeito da suplementacdocom probidtico L. casei
(P=0,415) nem interacdo entre suplementacdo probidtica x tratamento (p=0,890), portanto, a
suplementagdo com probidtico L. casei associada ao exercicio fisico foi capaz de prevenir o
aumento da VVOP observado anteriormente nos animais sedentarios tratados com DEX.
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Figura 10. Resultado da analise da velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) nos animais sedentarios e
treinados: Figuras A, B e C corresponde aos resultados de VOP dos grupos sedentérios e as figuras D, E e
F correspondem a comparacao os resultados de VOP entre os grupos treinados. Sendo VOP inicial (A e D),
VOP ap6s 60 dias de suplementacdo com o probidtico L. casei (B e E) e VOP no final do protocolo (C e F)
para sedentarios e treinados. A VOP final dos sedentarios no painel C sdo apresentados em mediana com
95% coeficiente de intervalo. Sedentario Controle (SC, n=16), Sedentario suplementado com Probi6tico
(SP, n=16), Sedentéario tratado com Dexametasona (SD, n=18), Sedentario Probidtico + Dexametasona
(SPD, n=17), Treinado Controle (TC, n=14), Treinado Probidtico (TP, n=13), Treinado tratado com
Dexametasona (TD, n=14) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=14). Significancia: + vs grupo controle; * vs
grupo dexametasona, p < 0.05.

A Figura 11, ilustra o efeito do treinamento na analise de VOP final nos animais
tratados com DEX ou associado com a suplementacdo de probidtico. As mdltiplas

comparagdes demonstraram que o TFc atenuou 0 aumento da VOP nos animais TD. (TD
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vs SD p<0,0001). N&o houve efeito do TFc nos animais suplementados com probi6tico e

tratados com DEX, como pode ser observado na Figura 11.

Sedentario Controle

ook
15 I 1 Bl Sedentario Dex
i BB Treinado Dex
= 10 - B Sedentario prob + Dex
: [[¥] Treinado Prob + Dex
S 5

L
®
i |
A
i |
0 i ﬁ
I I I I
Figura 11. Analise do efeito do treinamento na velocidade da onda de pulso (VOP, em m/s): Sedentario
tratado com dexametasona (SD, n=14), treinado tratado com Dexametasona (TD, n=12), Sedentario

Probidtico + Dexametasona (SPD, n=13) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=11 Significancia: **** em relagcdoao
grupo dexametasona, p < 0,0001.

6.5. Parametros hemodinamicos.

Conforme ilustrado na Figura 12 Os ratos tratados com DEX apresentaram
aumento de PAS (145 £ 5 vs. 107 + 2 mmHg, Fig. 11 A), PAD (123 + 6 vs. 88 £ 6 mmHg,
Fig. 11 B) e PAM (129 + 6 vs. 94 + 6 mmHg, Fig. 11 C) quando comparados com ratos
controle. A analise da presséo arterial indicou efeito do tratamento (p = 0,001) para PAS,
PAD e PAM e para suplementacdo com L. casei (somente PAS, p = 0,01), mas ndo para
PAD e PAM (p =0,391 e p= 0,157 para PAD e PAM, respectivamente) e com interacdes
significativas para PAS (p = 0,017), PAD (p = 0,041) e PAM (p = 0,027). Todas as
comparacg0es revelaram que a PA direta foi maior nos ratos tratados com DEX (+38%
PAS; +40% PAD e +38% PAM, para SD vs SC, p<0,001) conforme Figura 12, B e C,
porém a suplementacdo com L. casei atenuou os aumentos de PAS e PAM (-19%, e PAM
-16%) para SPD vs SD, p<0,001). Além disso, a Figura 12D, mostra a analise de FC com
os ratos acordados (D) e anestesiados (E) dos animais sedentérios. A analise da FC
acordada apresentou efeito do tratamento com DEX (p< 0,039), néo indicou efeito da
suplementagdo com probidtico L. casei (P = 0,582) e ndo mostrou interagdo entre
suplementacdo x tratamento (P = 0,413). As mdltiplas comparacGes revelam que o
tratamento com DEX promoveu aumento significativo da FC quando comparados ao
grupo SC (p<0,042), como mostra a figura 12D. Por outro lado, a suplementagdo com
probidtico preveniu esta resposta nos animais SPD quando comparados ao grupo SD.

Além disso, a analise da FC baseada na técnica de mensuracdo da VOP (animais
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anestesidados) mostrou efeito do tratamento com DEX (P = 0,001), efeito da
suplementacdo com probidtico L. casei (P = 0,009) e sem interacdo entre suplementacao
X tratamento (P = 0,851). Desta forma, os grupos SD e SPD apresentaram maior FC
quando comparados aos respectivos controles, SC e SP (p< 0,015 e p<0,040, para SD vs
SC e SPD vs SP, respectivamente). No entanto, a suplementacdo com probidtico foi capaz
de atenuar esta resposta. O post hoc revela que a suplementagdo com probidtico L. casei
atenuou o aumento de FC induzido por DEX no grupo SPD quando comparado ao SD

(p<0,020), como mostra a figura 12E.

A Figura 12F indica uma correlacdo positiva entre PAS e VOP (r = 0,594, p =
0,0001).
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Figura 12. Valores de pressdo arterial sistolica (PAS, mmHg, painel A), pressdo arterial diast6lica (PAD,
mmHg, painel B), pressdo arterial média (PAM, mmHg, painel C), frequéncia cardiaca acordado (FC, bpm,
painel D), frequéncia cardiaca anestesiado (FC, bpm, painel E) e a correlagdo de Spearman entre a PAS e
velocidade da onda de pulso (VOP, painel F) em todos os animais sedentarios: Sedentario Controle (SC,
n= 8 - 10); Sedentario Probiotico (SP, n=9 - 10); Sedentario Dexametasona (SD, n=7 - 9); Sedentéario
Probiotico + Dexametasona (SPD, n=6 - 11); A FC,bpm, anestesiados no painel E sdo apresentados em
mediana com 95% coeficiente de intervalo; SignificAncia: + vs grupo controle; * vs grupo dexametasonae ¥
VS grupo probiético, p < 0.05. Para a correlagdo de spearman * p<0,05.

A Figura 13 mostra os resultados da analise espectral nos animais sedentarios em
mediana com 95% coeficiente de intervalo. A atividade nervosa simpética (Low
Frequency, LF — painel A), parassimpatica (High Frequency, HF — painel B), balanco

autondmico LF/HF (painel C) apresentaram-se alteradas apds o tratamento com DEX.
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Os ratos SD apresentaram maiores valores de LF(54 £ 5 vs. 24 + 5 n.u., para SD
vs. SC, respectivamente, painel A), razdo de LF/HF (5,9 £ 1,6, vs. 0,3+ 0,8, para SD vs.
SC, respectivamente, painel C), e menores valores de HF(46 = 5 vs. 76 = 5 n.u., para
SD vs. SC, respectivamente, painel B). Ja os ratos SPD apresentaram maiores valores
de LF (34 £ 6 vs. 20 = 4 n.u., para SDP vs. SP, respectivamente, painel A) e maiores
valores de HF (66 + 6 vs. 80 + 4 n.u., para SPD vs.SP, respectivamente, painel B). Por
outro lado, a suplementacdo com L. casei foi capaz de atenuar o aumento de LF (- 36%,
p < 0,025), HF (+ 42%, p < 0,025) e LF/HF (- 83%,p < 0,001) em relagéo ao grupo SD.
Além disso, a analise do drive simpatico para os vasos indicou efeito do tratamento com
DEX (p = 0,006), suplementacdo probidtica (p =0,004) e interacOes significativas (p =
0,018). Comparacgdes post hoc mostram que a atividade simpética para os vasos foi
aumentada em SD (206% LF abs mmHg?, p < 0,001), quando comparado com 0 grupo
SC, conforme mostrado na Figura 13 D. Por outro lado, a suplementacdo com L.casei
também foi capaz de atenuar 0 aumento da atividade simpética para 0s vasos no grupo

SPD em real¢io ao grupo SD (-78% LF abs mmHg?, p < 0,001).
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Figura 13. Os valores de atividades simpaticaa (LF, Painel A), parassimpatica (HF, Painel B), balango
autondmico para o coragdo LF/HF (LF/HF, Painel C) e simpatica para os vasos (LF ABS, Painel D) sdo
apresentados em mediana em 95% coeficiente de intervalo nos grupos sedentarios: Sedentario Controle
(SC, n=8 - 10); Sedentario Probidtico (SP, n=9 - 10); Sedentario Dexametasona (SD, n=7 - 9); Sedentario
Probiotico + Dexametasona (SPD, n= 6 — 11). Significancia + vsgrupo SC; * vs grupo SD e t vs grupo SP.
Para a correlagdo de Spearman ** p<0,01.

A Figura 13 E, ilustra os resultados da correlagdo de todos 0s animais sedentarios
entre VOP e variabilidade LF abs mmHg? A anélise de correlacio de Spearman

indicaram que a VOP se correlacionou positivamente com a variabilidade LF abs mmHg2
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(r=0,472, p = 0,005, Figura 12 E).

Conforme mostrado na Figura 14, o tratamento com DEX induziu aumento
somente da PAS nos animais treinados, mas ndo da FC. A andlise da pressao arterial
indicou efeito do tratamento apenas para PAS (p = 0,010, Fig. 14A), sem efeito do
tratamento para PAD e PAM (p = 0,217 e p = 0,105, FIG. 14B e C, respectivamente), sem
efeito na suplementacéo com L. casei (p = 0,777, p = 0,605 e p = 0,693 para PAS, PAD
e PAM, respectivamente) e sem interacOes significativas (p = 0,626; p=0,716ep
= 0,674, para PAS, PAD e PAM, respectivamente). Comparacgdo post hoc revelou que a
PAS foi maior nos ratos treinados e tratados com DEX (+12% vs TC, p<0,031).
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Figura 14. Valores de pressdo arterial sistélica (PAS, mmHg, painel A), pressdo arterial diastolica (PAD,
mmHg, painel B), pressdo arterial média (PAM, mmHg, painel C), frequéncia cardiaca acordado (FC, bpm,
painel D), frequéncia cardiaca anestesiado (FC, bpm, painel E) em todos os animais sedentérios: Treinado
Controle (TC, n=8 - 10), Treinado Probidtico (TP, n=8 - 10), Treinado tratado com Dexametasona (TD, n=
8 - 14) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=8 - 10). Significancia: + vs grupo controle, p < 0.05.
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Conforme mostrado na Figura 15, entre os animais treinados nao houve diferenca

estatistica nos parametros da andlise espectral.
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Figura 15. Os valores de atividades simpatica (LF, Painel A), parassimpética (HF, Painel B), balango
autonémico para o coragdo LF/HF (LF/HF, Painel C) e simpatica para os vasos (LF ABS, Painel D) séo
apresentados em mediana com 95% CI, nos grupos treinados: Treinado Controle (TC, n=8 - 10); Treinado
Probidtico (TP, n=9 - 10); Treinado Dexametasona (TD, n=7 - 11); Treinado Probidtico + Dexametasona

(TPD, n=6 - 11).

A Figura 16, ilustra o efeito do treinamento associado ou ndo com a
suplementagdo e/ou com o tratamento com DEX na analise de LF abs mmHg?. As
maltiplas comparacGes demonstraram que o TFc preveniu a exacerbada atividade
simpatica para os vasos dos animais TD e TPD em relacdo ao grupo SD (TD vs SD

p<0,0001 e TPD vs SD, p<0,0001, respectivamente).
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Figura 16. Andlise do efeito do treinamento na atividade nervosa simpatica para os vasos (LF abs mmHg?)
para 0s grupos tratados com DEX ou associados com probiotico: Sedentario tratado com dexametasona
(SD, n=9), treinado tratado com Dexametasona (TD, n=12), Sedentéario Probidtico + Dexametasona (SPD,
n=10) e Treinado Pro + DEX (TPD, n=10). Significancia: * em relagdo ao grupo dexametasona, p < 0,05.
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6.6. Densitometria da aorta.

Pode-se observar na Figura 17 que os animais sedentarios tratados com DEX
apresentaram maior producdo de COL-3 na artéria aorta, quando comparados aos animais
controles (SD +59% vs SC, p <0,001, Fig. 17A). Por outro lado, a suplementacdo com
probidtico L. casei preveniu completamente o aumento induzido por DEX nos animais
SPD, quando comparados ao SD (-34%, para SPD vs SD p< 0,001, Fig. 19 A). Nao houve
diferenca entre os grupos SP e SPD, como observado na Figura 17A. Entre os animais
treinados (Fig 17B), pode-se observar que o grupo TPD apresentou menor producdo de
colageno quando comparado ao TD (- 34 %, p <0,007 19 B). Na figura 17C esta ilustrado
o efeito do treinamento. Pode-se observar que TFc atenuou 0 aumento de COL-3 na aorta
dos animais TD em relacdo ao grupo SD. Nos animais tratados com probiético o TFc ndo
determinou alteracdo adicional. (TD vs SD p<0,0001 e TPD vs SD, p<0,0001,
respectivamente), mostrando, portanto, efeito preventivo do TFc na rigidez arterial sem

efeito adicional do probidtico.

. B
A Bl Sedentario Controle &l Treinado Controle
500 [T Sedentério Probidtico 500 [(=]Treinado Probidtico
diii Il Sedentdrio Dex 400 I Treinado Dex
o i « I Sedentario Prob+ Dex T ¥ Treinado Prob + Dex
2 300 , — £2 300 .
gé 200 g 3‘5 200 —
=] gy w S e - Ak
o mEllm ] Bl e
S e
8\4 0 m Q 0 E
T T T L L
—

coL3 [l ©° B S S F] 139kpa COL 3 !g 28 l L o | -139xDa

GAPDH |—-___ - __|-37KDa GAPDH |..Q- - .- ‘—I—37K])a
Probiético e & E F = o= FIE Probiético - -+ + - -+ o+ o+
Dexametasona R S Dexametasona - - - - + + + + +

C

500 -- Sedentdrio Controle
o 400 o . Il Scdentirio Dex
g% 300 BB Treinado Dex

3 A %
5% 200 - i I Sedentario prob + Dex
o - n v [¥] Treinado Prob + Dex
TR EE

0 4
T T T T

Figura 17. Andlise de densitométrica quantitativa da producéo de colageno tipo 3 (COL3) na aorta toracica
para os grupos sedentarios (A) e treinados (B): Sedentario Controle (SC, n=8 - 10); Sedentario Probidtico
(SP, n=9 - 10); sedentario tratado com Dexametasona (SD, n=7 - 9); Sedentario Probidtico + Dexametasona
(SPD, n= 6 - 11); Treinados Controle (TC, n= 8 - 10); Treinados Probidtico (TP, n=9 - 10); Treinados e
tratados com Dexametasona (TD, n=7 - 9); Treinados Probidtico + Dexametasona (TPD, n= 8 - 11). No
painel C sdo apresentados os efeitos do treinamento entre os grupos DEX e P+DEX. Os valores foram
normalizados pelo GAPDH e sdo expressos como porcentagem do controle (%Ctrl). Nos painéis A e B séo
apresentados 0s géis representativos de cada grupo para as proteinas COL-3 e do GAPDH. Significancia:
+ Vs grupo controle; * vs grupo dexametasona, p < 0.05.
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As figuras 18, 19 e 20 ilustram as andlises das proteinas envolvidas na formacéo
de COL-3. Comparac0es post hoc revelaram que o tratamento com DEX aumentou TGF-
B1 (SD +59%, p <0,027, Fig. 18A), TGFBR2 (SD +103%, p <0,001, Fig. 19A), p-
SMAD/SMAD 2/3 (SD+41%, p <0,003, Fig. 20A) nos animais sedentarios. Por outro
lado, a suplementacdo com probidtico L. casei preveniu completamente o aumento
induzido por DEX de TGF-B1 aértico, (-43%, p< 0,016, Fig. 18A) TGFBR2 (-47%, p<
0,002, Fig. 19A) p-SMAD/SMAD 2/3 (-38%, p< 0,001, Fig. 20A) A) nos animais SPD
quando comparados ao SD.
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Figura 18 Analise de densitometria quantitativa da expressdo de fator transformador de crescimento 1
(TGF-B1) na aorta toracica para os animais dos grupos dos sedentarios (painel A) e treinados (painel B):
Sedentario Controle (SC, n= 5 - 6); Sedentario Probiético (SP, n= 5 - 6); sedentario tratado com
Dexametasona (SD, n=5 - 6); Sedentario Probiotico + Dexametasona (SPD, n=5 - 6); Treinado Controle
(TC, n= 3); Treinados Probidtico (TP, n= 3); Treinados e tratados com Dexametasona (TD, n= 3) e
Treinados Probiético + Dexametasona (TPD, n= 3). Os valores foram normalizados pelo GAPDH e sao
expressos como porcentagem do controle (%Ctrl). Nos painéis A e B sdo apresentados os géis
representativos de cada grupo para as proteinas (TGF-B1) e GAPDH. Significancia: + vs grupo controle; *
vs grupo dexametasona, p < 0.05.

Dentre os grupos treinados (Figura 18B), os animais que foram suplementados
com probidtico apresentaram menor producdo de TGF-B1, independente do tratamento
com DEX (- 78% e — 65 %, para TP e TPD, respectivamente, ambos p < 0,001) comparado
ao TC e TD, respectivamente, como mostra a Figura 18 B. Por outro lado, somente o
grupo TPD, que foi suplementado com probidtico L. casei e tratados com DEX,
apresentou menor producao de TGFBR2 (TPD — 24 % vs TD, p <0,003, Fig. 18B). Nem
0 probiotico, nem a DEX determinou alteracéo na produgéo de p-SMAD/SMAD 2/3 entre
0s grupos treinados, como observado na Figura 20B. Quando foi analisado o efeito do
treinamento combinado nos grupos tratados com DEX, suplementados ou ndo com
probidtico, pode-se observar que o TFc atenuou 0 aumento de TGFBR2 (Fig. 19C) e p-
SMAD 2-3/SMAD 2-3 (Fig. 20C) nos grupos tratados com DEX. No entanto, o TFc ndo
determinou alteragdo adicional nos animais ja suplementados com Probidtico (Figuras
19C e 20C).
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Figura 19. Andlise de densitometria quantitativa da expressdo de receptor 2 do fator transformador beta 1
(TGFBR2) na aorta torcica dos animais sedentarios (painel A) e treinados (painel B): Sedentério Controle
(SC, n=8 - 10); Sedentario Probidtico (SP, n=9 - 10); sedentério tratado com Dexametasona (SD, n=7 - 9);
Sedentario Probidtico + Dexametasona (SPD, n= 6 - 11). Treinados Controle (TC, n= 8 - 10); Treinados
Probidtico (TP, n=9 - 10); Treinados e tratados com Dexametasona (TD, n=7 - 9); Treinados Probidtico +
Dexametasona (TPD, n=5- 11). O painel A sdo apresentados em medianas em 95% CI. O painel C apresenta
os resultados dos efeitos do treinamento nos animaistratados com DEX suplementados ou ndo com
probidtico. Os valores foram normalizados pelo GAPDH e séo expressos como porcentagem do controle
(%Ctrl). Nos painéis A e B sdo apresentados os géis representativos de cada grupo para as proteinas
TGFBR2 e GAPDH. Significancia: + vs grupo controle; *vs grupo dexametasona, p < 0.05.
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Figura 20. Analise de densitometria quantitativa da expressdo de Mothers against decapentaplegic
homolog 2 and Mothers against decapentaplegic homolog 3 (SMAD 2-3). A razdo entre fosforizada e total
na aorta toracica esta apresentada para os animais dos grupos dos sedentarios (painel A) e treinados (Painel
B): Sedentario Controle (SC, n= 8 - 10); Sedentario Probidtico (SP, n=9 - 10); sedentério tratado com
Dexametasona (SD, n=7 - 9); Sedentario Probidtico + Dexametasona (SPD, n=6 - 11); Treinados Controle
(TC, n=8 - 10); Treinados Probidtico (TP, n=9 - 10); Treinados e tratados com Dexametasona (TD, n=7 -
9); Treinados Probidtico + Dexametasona (TPD, n=6 - 11). O painel C apresenta os efeitos do treinamento
nos grupos tratados com DEX e suplementados ou ndo com probi6tico. Os valores foram normalizados pelo
GAPDH sdo expressos como porcentagem do controle (%Ctrl). Nos painéis A e B sdo apresentados os géis
representativos de cada grupo para as proteinas (p- SMAD 2-3 e SMAD 2-3). Significancia: + vs grupo
controle; * vs grupo dexametasona, p < 0.05.
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Os resultados de correlacao de Spearman entre COL3 e VOP indicaram que COL-
3 foi positivamente correlacionado com VOP (r = 0,431, p=0,0003, Figura 21A). E os
resultados da correlacio de Pearson entre COL3 e LF abs (mmHg?) indicaram que COL-
3 foi positivamente correlacionado com LF abs (mmHg?) (r = 0,479, p=0,0055, Figura
21B).

A B
15- 300-
m ~~
2 ok (=] % Y
< 10 o W 35200- . . .
- ¥ o ° o0 °
& S G % 3 e
Ry ° e = 2 1001 °
O 59 ¢ o< °s
3 ) R=0431 O o%e R=0.479
i P<0.0003 0- P<0.0055
0 100 200 300 0 10 20 ; 30
COL 3/GAPDH (% controle) LF abs (mmHg

Figura 21 As correlacBes entre os valores de VOP (m/s) e a densitometria proteica de coladgeno 3 (%Ctrl)
e LF abs mmHg? sdo apresentadas nos painéis A e B. No painel A, observa-se a correlagdo com a proteina
COL 3 (r = -0,431); no painel B, a correlagdo com LF abs mmHg? (r = 0,0479). A significancia das
correlages é indicada por **, o que representa p<0,01 e indicada por *** o que representa p<0,001.

6.7. Densitometria quantitativa da expressao proteica do colon distal.

As analises de densitometria quantitativa dos niveis de claudina-1 e ocludina no

célon distal dos animais sedentarios e treinados estdo ilustradas nas figuras 22 e 23.

A andlise dos niveis de claudina-1 do célon distal nos sedentarios (Fig. 21A)
indicou efeito do tratamento com DEX (p<0,044), efeito da suplementacdo probidtica
(P=0,017) e nenhuma interacdo entre suplementacdo probidtica e tratamento (p=0,054).
Todas as comparacOes pareadas revelaram que o grupo tratado com DEX apresentou
menor producéo de claudina-1 (SD, -53 %, painel A) em comparagdo com ratos do grupo
SC (p < 0,003) e a suplementagdo probidtica impediu completamente essa reducéo de
claudina-1 induzido por DEX no célon distal dos ratos trados, uma vez que o grupo SPD

apresentou valores maiores que SD e similares ao SP, como mostrado na Figura 22A.
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A analise dos niveis de claudina-1 do colon distal nos animais treinados (Fig. 22B)
ndo apresentou efeito do tratamento (p<0,412), nem da suplementacdo probiotica
(P=0,606) tampouco efeito da interacdo suplementacédo probiotica x tratamento (p=0,521)
nos animais treinados. Por outro lado, a Figura 22C mostra que os grupos treinados e
tratados com DEX, independente se foram suplementados ou ndo com probidtico

apresentaram maiores valores de Claudina — 1 no colon distal.
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Figura 22. Anélise de densitometria quantitativa da expressdo de Claudina - 1 no célon distal dos animais
sedentérios (painel A) e treinados (painel B): Sedentario Controle (SC, n= 8 - 10); Sedentario Probidtico
(SP, n=9 - 10); sedentério tratado com Dexametasona (SD, n=7 - 9); Sedentario Probiético + Dexametasona
(SPD, n= 6 - 11). Treinados Controle (TC, n= 8 - 10); Treinados Probidtico (TP, n=9 - 10); Treinados e
tratados com Dexametasona (TD, n=7 - 9); Treinados Probidtico + Dexametasona (TPD, n=8 - 11). O
painel C apresenta os resultados dos efeitos do treinamento nos animais tratados com DEX suplementados
ou ndo com probidtico. Os valores foram normalizados pelo GAPDH e sdo expressos como porcentagem
do controle (%Ctrl). Nos painéis A e B sdo apresentados os géis representativos de cada grupo para as
proteinas Claudina - 1 e GAPDH. Significancia: + vs grupo controle; * vs grupo dexametasona e 1 vs grupo
probiético, p < 0.05.

Por outro lado, a analise de proteina ocludina no colon distal dos grupos
sedentérios (Fig. 23 A) indicou efeito do tratamento (p<0,001), mas ndo efeito da
suplementacdo probiotica (P=0,129) e ndo interacdo entre suplementagdo probidtica x
tratamento (p= 0,056). Conforme mostrado na Figura 23A, 0s grupos sumplementados
com Probidtico ou tratados com DEX apresetnaram maiores de producéo de proteina de
ocludina. A suplementacdo com probi6tico ndo determinou qualquer alteracdo no grupo
tratado com DEX.
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As comparacgdes pareadas nos grupos treinados revelaram que ndo houve efeito
significativo do tratamento (P = 0,191), nem efeito da suplementacdo probidtica (P =
0,588) e ndo indicou interacdo entre suplementacdo com probiotico L. casei x tratamento
(P =0,271). O paine C da Figura 23 ilustra que ambos 0s grupos treinados apresentaram

menores valores de producao de Ocludina.
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Figura 23. Anélise de densitometria quantitativa da expressdo de Ocludina no célon distal dos animais
sedentarios (painel A) e treinados (painel B): Sedentario Controle (SC, n= 8 - 10); Sedentario Probiotico
(SP, n=9 - 10); sedentario tratado com Dexametasona (SD, n=7 - 9); Sedentario Probidtico + Dexametasona
(SPD, n= 6 - 11). Treinados Controle (TC, n= 8 - 10); Treinados Probiotico (TP, n=9 - 10); Treinados e
tratados com Dexametasona (TD, n=7 - 9); Treinados Probidtico + Dexametasona (TPD, n= 8 - 11). O
painel C apresenta os resultados dos efeitos do treinamento nos animais tratados com DEX suplementados
ou ndo com probidtico. Os valores foram normalizados pelo GAPDH e sdo expressos como porcentagem
do controle (%Ctrl). Nos painéis A e B sdo apresentados os géis representativos de cada grupo para as
proteinas Ocludina e GAPDH. Significancia: + vs grupo controle; * vs grupo dexametasona e T VS grupo
probidtico, p < 0.05.

6.8. Biomarcadores inflamatorios.

Conforme mostrado nas tabelas 5 e 6, nem suplementacdo com o probiotico L.
casei, nem o tratamento com DEX, isolados ou combinados, alteraram significativamente
0s niveis séricos dos principais marcadores inflamatorios envolvidos na inflamacdo

intestinal nos animais sedentarios (Tabela 5) ou treinados (Tabela 6).
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Tabela 5. Efeitos da administracdo de DEX nos animais sedentarios suplementados
ou ndo com probidtico nos niveis séricos de biomarcadores de inflamac&o.

Grupos

Biomarcadores

SC SP SD SPD
IL — 1a (pg/ml) 4597 +9 117,95+52  3833+12  2742+7
IL — 1B (pg/ml) 52,88 +10 41,50 + 12 72,54 + 24 40,74 +7
IL — 4 (pg/ml) 57,29 + 7 99,13 + 32 50,08+1  53,02+4
IL — 6 (pg/ml) 1527 + 22 6425+3216  1501+25 1465+ 45
IL — 10 (pg/ml) 11829+23  11029+12  163,95+64 86,94 + 11
IL—12P70 (pg/ml)  101,43+10 96,69+ 6 106,55 + 2 97,98 + 7
IFN-y (pg/ml) 260,8+151  618,1+ 328 94,0+11 373,42+ 172
TNF-o (pg/ml) 1,40+ 0,3 1,49+0,1 1,39+01  140+0,2
TGF-B1 (pg/ml) 1394+73 39,2+10 110,79 + 48 126,7 + 83

Valores niveis séricos de interleucinas-1a (IL-1a), interleucinas-1p (IL-1B), interleucinas-4 (IL-4),
interleucinas-6 (IL-6), interleucinas-10 (IL-10), interleucinas -12P70 (IL-12P70), interferon-y (IFN-y),
fator nuclear tumoral-o (TNF-a) e fator transformador de crescimento-B1 (TGF-f1) ao final do protocolo
experimental em todos o0s grupos: Controle (C , n= 5 - 6); Probiético (P, n=5 - 6); Tratados com
dexametasona (D, n= 5 - 6); Probiético e tratado com dexametasona (PD, n= 5 - 6). Os valores sdo

mostrados com média + EPM.
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Tabela 6. Efeitos da administragdo de DEX nos animais treinados suplementados
ou ndo com probidtico nos niveis séricos de biomarcadores de inflamac&o.

Biomarcadores Grupos

TC TP TD TPD
IL — 1a (pg/ml) 41,42 + 17 68,42 + 31 33,36 + 10 40,25+ 13
IL - 1B (pg/ml) 55,83 + 13 4497 +8 92.78 £ 32 47,70 £ 15
IL — 4 (pg/ml) 52,605 55,32+5 62,389 55,62+ 6
IL -6 (pg/ml) 1943,83 + 436 1550,80 + 97 1695,66 + 104 1579,83 £ 52
IL — 10 (pg/ml) 118.29+22.93  110.29 +11.77 163.95 + 63.93 86.94 + 11.46
IL —12P70 (pg/ml) 97,17 %9 93,28 + 4 107,73 + 13 101,42 + 10
IFN-y (pg/ml) 321,13+ 193 144,19 + 37 158,62 + 25 399,21 + 261
TNF-o (pg/ml) 1,31+0,2 1,83+0,6 1,66 + 0.2 2,76+ 1,1
TGF-B1 (pg/ml) 124,51 + 67 60,42 + 36 180,88 + 102 46,36 + 23

Valores niveis séricos de interleucinas-1a. (IL-1a), interleucinas-1p (IL-1B), interleucinas-4 (IL-4),
interleucinas-6 (IL-6), interleucinas-10 (IL-10), interleucinas -12P70 (IL-12P70), interferon-y (IFN-y),
fator nuclear tumoral-o (TNF-a) e fator transformador de crescimento-B1 (TGF-B1) ao final do protocolo
experimental em todos os grupos: Controle (C , n= 5 - 6); Probiético (P, n= 5 - 6); Tratados com
dexametasona (D, n= 5 - 6); Probiético e tratado com dexametasona (PD, n= 5 - 6). Os valores sdo
mostrados com média £ EPM.

Os resultados da correlacdo entre biomarcadores inflamatorios com parametros
hemodindmicos podem ser observados na Tabela 7 Houve uma correlagéo positiva entre
IL-4 e IL-12P70 com PAM (Spearman, r = 0,425 e r = 0,411, com p >0,004 e p > 0,006,
para IL-4 e IL-12P70, respectivamente) e PAD (Spearman, r = 0,416 e r = 0,424, com p
>0,004 e p > 0,004, para IL-4 e IL-12P70, respectivamente) e entrea IL - 1 com COL 3
(Pearson, r = 0,304, p=0,044, tabela 7). Por outro lado, pode ser observado ainda na
Tabela 9, uma correlagdo negativa entre IL-10 e da IL-6 com relagdo a frequéncia cardiaca
FC-VOP (Pearson, r =-0,325er =- 0,360, p < 0,03 e p <0,01, para IL-1a € IL-6,

respectivamente).
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Tabela 7. Correlagbes entre citocinas ou biomarcadores inflamatdrios com
parametros hemodinamicos e niveis de COL3.

FC LF abs
VOP PAS PAM PAD (VOP) (mmHg?) coL3
IL — 1a (pg/ml) r=-0,202 r=-0,270 r=0,246 r=0,186 r=-0,325* r=0,077 r=0,119
IL — 1B (pg/ml) r=-0,021 r=0,173 r=0,075 r=0,064 r=0,162 r=-0,253 r=0,304*
IL — 4 (pg/ml) r=-0,037 r=0,179 r=0425** r=0416** r=-0,272 r=0,026 r=-0,173
IL — 6 (pg/ml) r=-0,298 r=-0,283 r=0,011 r=0,108 r =-0,360* r=-0,168 r=-0,189
IL — 10 (pg/ml) r=-0,105 r=0,026 r=0,086 r=-0,145 r=0,105 r=-0,049 r=0,105
IL — 12P70 (pg/ml) r=0,055 r=0,139 r=0411** r=0,424** r=0,096 r=0,068 r=-0,075
IFN-y (pg/ml) r=-0,223 r=-0,098 r=0,021 r=0,060 r=-0,045 r=0,229 r=-0,078
TNF-a (pg/ml) r=-0,004 r=0,165 r=0,227 r=0,087 r=0,076 r=0,040 r=0,276
TGF-g1 (pg/ml) r=0,097 r=0,058 r=0,039 r=0,078 r=-0,121 r=-0,025 r=0,135
VEGF (pg/ml) r=0,0002 r=-0,035 r=0,141 r=0,073 r=0,002 r=0,088 r=-0,257

Niveis plasmaticos de interleucinas-1a (IL-1a), -1p (IL-1pB), -4 (IL-4), -6 (IL-6), -10 (IL-10), -12P70 (IL-
12P70),interferon-y (IFN-y), fator nuclear tumoral-o (TNF-a), fator de crescimento de novos vasos (VEGF)
e fatortransformador de crescimento-B1 (TGF-B1) ao final do protocolo experimental em todos os grupos:
Sedentario Controle (SC, n=5 - 6); Sedentario Probidtico (SP, n= 5 - 6); Sedentario Dexametasona (SD,
n= 5 - 6); Sedentario Probiotico + Dexametasona (SPD, n= 5 - 6); Treinado Controle (TC, n =5 — 6);
Treinado Probidtico (TP, n = 5 — 6); Treinado Dexametasona (TD, n =5 — 6) e Treinado Probiotico +
Dexametasona (TPD, n = 5 - 6). Os valores sdo média £ Erro padrdo da média. Para analises com
distribuicdo normais a correlacdo aplicada foi de Pearson e para anormais a correlacdo foi de Spearman
com significancia: *p<0,05, **p<0,01.
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7. DISCUSSAO.

Os principais resultados do presente estudo revelam que a microbiota esta
envolvida na rigidez arterial induzida pela DEX, uma vez que a suplementacdo com
probidtico atenua esta resposta. Além disso, os principais resultados sugerem que 0
treinamento combinado, associado ou ndo com suplementacdo com probidtico, atenua a
via de sinalizagdo do COL 3 aortico, que pode contribuir para atenuar o aumento da

rigidez arterial induzida pela DEX.

Ja esta bem estabelecido que, embora a dexametasona seja mundialmente utilizada
no tratamento de condicBes inflamatorias, alérgicas, asma, imunossupressdo e no
tratamento da COVID-19 (CHEN et al., 2016; GUAN et al., 2020; HORBY et al. 2020),
quando utilizada cronicamente apresenta diversos efeitos deletérios a salde, tais como
atrofia muscular, reducdo do peso corporal (MACEDO et al., 2014; KRUG et al., 2016;
SHIN et al., 2017; FAPPI et al., 2019), diabetes (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al.,
2014), hipertensdo (MONDO et al., 2006; HERRERA et al., 2016 e 2017; DUBEY et al.,
2017), disbiose intestinal (WU et al., 2018) e recentemente, rigidez arterial (TARDELLI
etal, 2021; TARDELLI et 1, 2022; DE PAULA et al., 2023).

Recentes avanc¢os na ciéncia destacam o papel da microbiota intestinal em diversas
doencas cardiovasculares (MASENGA et al., 2022) e o uso de bactérias probioticas vem
crescendo como um importante aliado no tratamento dessas doengas (KLIPPEL et al.,
2016; BRASIL et al., 2018; CHAKAROUN et al., 2023). Segundo a Organizacao
Mundial da Saide (OMS), os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem
beneficio a satde do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas (FAO,
2006). Neste sentido, o presente estudo avaliou o0 envolvimento da microbiota intestinal
no aumento da rigidez arterial induzido por DEX, bem como os efeitos preventivos do

treinamento combinado.

Para auxiliar na compreensdo dos resultados do presente estudo, dividimos a
discussdo em 2 partes: na primeira discutiremos os efeitos da DEX e a papel da microbiota
intestinal na rigidez arterial. Na segunda parte discutiremos os efeitos preventivos do
treinamento combinado, associado ou ndo com a suplementacdo com probi6ticos, na

rigidez arterial dos ratos tratados com DEX.
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O presente estudo ndo avaliou a quantidade ou qualidade das bactérias presentes
na microbiota intestinal dos ratos sob os efeitos da DEX, o que, sem duvida, deixaria 0
estudo mais robusto. Contudo, existem trabalhos anteriores na literatura que mostram que
o0 tratamento com DEX pode promover ulcera péptica (NARUM et al., 2014), lesdo na
mucosa intestinal acompanhada de aumento de citocinas e receptores pro-inflamatorios
no colon (SOUZA et al., 2007; KIM et al., 2015; WU et al., 2018; LI et al., 2018) e
desequilibrio das bacteérias intestinais, também conhecido como disbiose intestinal (WU
et al., 2018), tanto em humanos como em animais. Além disso, o probiotico utilizado no
presente estudo pode reverter o desequilibrio de bactérias intestinais (LIEW et al., 2019),

0 que déa suporte ao seu uso para avaliar o papel da microbiota nas respostas observadas.

O presente estudo confirmou respostas previamente demonstradas que a DEX
reduz PC, no entanto, a suplementacdo com probiotico lacticaseibacillus casei ndo foi
capaz de mitigar esta reducdo. Da mesma forma, a suplementacdo ndo induziu ganho de
PC, nos animais sedentarios, o que esta de acordo com estudos prévios (MILLON et al.,
2012). A meta-analise realizada por Million e colaboradores (2012) concorda com 0s
resultados do presente estudo ao relatar que a utilizacdo a cepa lacticaseibacillus casei
ndo foi capaz de promover alteragdo significativa no PC. Um mecanismo relacionado a
queda de PC é uma possivel alteracdo na secrecdo de leptina ou grelina, uma vez que
DEX pode causar desequilibrio na producéo desses hormonios (TULIPANO et al., 2005;
JAHNG et al., 2008). Assim como a DEX, a microbiota também pode influenciar a
secrecdo de leptina e grelina, bem como de outros neuropeptideos anorexigenos e
orexigenos. Resumidamente, ambas enviam sinais oriundos da regido gastrointestinal até
0 sistema nervoso central, mais precisamente no hipotalamo que, por sua vez, responde
inibindo ou estimulando o apetite, respectivamente (NAKAZATO et al., 2001). No
entanto, os efeitos de probioticos na produgdo e liberagdo destes hormonios ainda sdo
inconsistentes. Por exemplo, a administracdo aguda de L. brevis induz a ativacdo da grelina
a curto prazo, o que aumenta o consumo alimentar (SAITO et al., 2019). Por outro lado,
Queipo-Ortufio et al. (2013) demonstraram uma correlagdo positiva entre a quantidade do
género Lacticaseibacillus nas fezes de ratos e 0s niveis plasmaticos de leptina, bem como
uma correlacdo negativa com os niveis de grelina. Além disso, Hathout e colaboradores
(2011) mostraram que ratos suplementados com o probiodtico L. casei apresentaram

consumo de ragéo inalterada.
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Os resultados do presente estudo demonstram diminuicédo da ingestdo alimentar
logo nos primeiros dias de tratamento com DEX, reposta que confirma os achados
anteriores do nosso grupo e de outros autores (MACEDO et al., 2014 e KRUG et al.,
2016; SOTO-PINA et al., 2016; FAPPI et al., 2019). A analise de area sob a curva (AUC)
da ingestdo alimentar mostrou que o tratamento com DEX reduziu significativamente a
ingestdo alimentar dos animais e que a suplementacdo com L. casei atenuou esse efeito.
A suplementacdo per se nao alterou a ingestéo alimentar dos ratos. Neste sentido, sugere-
se que a microbiota possa estar envolvida nas alteragfes de ingestdo alimentar, sem, no
entanto, alterar o PC nos ratos tratados com DEX. Demonstramos anteriormente que a
reducdo de ingestdo alimentar pode ser um fator desencadeante de atrofia muscular em
ratos tratados com DEX e os mecanismos envolvem um desbalanco entre as proteinas
atroficas e hipertroficas (MACEDO et al., 2014; MACEDO et al., 2016; KRUG et al.,
2016). Os resultados do presente estudo confirmam que o uso cronico de DEX determinou
reducdo da massa muscular esquelética, especificamente nos musculos TA e FHL
(glicoliticos), com excecdo do so6leo (oxidativo). A suplementacdo com probidtico L.
casei ndo preveniu a reducdo da massa do FHL e TA no grupo tratado com DEX. Os
resultados de FHL sugerem uma ligeira atenuagéo da reducdo da massa nos animais SPD,
uma vez que este grupo apresentou valores semelhantes ao SP, no entanto, mais estudos
sdo necessarios para compreender os efeitos do L. casei nas proteinas
catabdlicas/anabdlicas no muasculo esquelético. Assim, os resultados acima sugerem entao
que a reducdo de PC, induzida pela DEX, esteja relacionada a reducdo da ingestdo
alimentar e atrofia muscular. No entanto, esta resposta parece ndo estar relacionada as
alteracdes da microbiota intestinal, uma vez que os ratos SPD ndo apresentaram atenuacao

de atrofia muscular nem de reducéo de PC.

Os resultados do presente estudo indicaram que o tratamento apenas com DEX
resultou em uma reducdo significativa da massa do colon proximal e do distal em
comparacdo ao grupo controle, o que esta de acordo com estudos prévios (READ et al.,
1992), no entanto a suplementacdo com L. casei ndo foi capaz de mitigar esses efeitos.
Importante destacar que, apesar da massa do colon estar menor nos animais tratados com
DEX em relagéo aos seus controles, resultados de nosso laboratério ainda néo publicados
sugerem que esta dose de DEX néo altera significativamente o tamanho das criptas nem

a capacidade de producdo de muco do colon.
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Para comprovar a eficacia do tratamento com a DEX, a massa de alguns tecidos
foi avaliada. As glandulas adrenais, como esperado, estavam atrofiadas, em conformidade
com os resultados previamente publicados pelo nosso grupo (KRUG et al., 2016;
DUCHATSCH et al., 2018). Da mesma forma, a DEX reduziu a massa do baco, que €
considerado um o6rgéao auxiliar do sistema imunoldgico, portanto, a reducdo da massa
deste 6rgdo poderia indicar efeito imunossupressor da DEX. Por outro lado, a massa do
figado ndo foi alterada nesta dosagem de DEX. A suplementagdo prévia com probidtico
atenuou a reducdo das glandulas adrenais, sem qualquer efeito no baco e figado. O
possivel papel do probidtico na massa das glandulas adrenais precisa ser investigado, no

entanto ndo foi o foco deste estudo.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a DEX ndo alterou a
capacidade fisica dos ratos esteira, como demonstrado anteriormente por nosso grupo
(BAREL et al., 2010, DE PAULA et al, 2023), no entanto foi interessante notar que 0s
animais tratados com DEX, suplementados ou ndo com probi6tico, aumentaram sua
capacidade de carregamento de carga na escada. Somente a suplementacdo com
probidtico L. casei ndo causou nenhuma alteracdo na capacidade fisica dos animais,
diferente dos resultados apresentados por Marttinen et al. (2020) em sua revisdo. Esse
resultado de melhora no desempenho fisico no teste de escada com a suplementacéo de
probidticos associado a DEX ou somente com a DEX pode ser decorrente de um possivel
efeito ergogénico da DEX na forca muscular (LI et al., 2018). Uma possivel explicacéo
para essa resposta ergogénica encontrada nos animais sedentérios tratados com DEX é
que a DEX néo interfere na resposta de contragdo muscular, preservando assim a a¢éo da
insulina na captagédo intracelular de glicose (RUZZIN et al., 2005). Os mecanismos
envolvidosnas respostas de performance apds suplementacdo com probiéticos ou mesmo

com a DEX precisam ser melhor estudados.

A rigidez arterial € uma alteragdo da capacidade funcional e estrutural dos vasos
(LACOLLEY et al., 2017; MARTINEZ-LEMUS et al., 2017) que esta associada a
doencas cardiovasculares (JAUHIAINEN et al., 2010; SANTISTEBAN et al., 2017) e
tem sido considerada um importante preditor de eventos cardiovasculares futuros
(ECOBICI & VOICULESCU, 2017). A busca constante por prevencdo e controle do
aumento da rigidez arterial se baseia no fato que o aumento de 1 m/seg de VOP esta
relacionado um aumento de 15% de mortalidade por todas as doengas cardiovasculares
(VLACHOPQULOS et al., 2019). Utilizamos no presente estudo um dispositivo nédo
invasivo, padronizado pelo nosso grupo para avaliar a VOP em pequenos animais, 0 que,

por sua vez, nos permitiu a analise dos mecanismos envolvidos no controle da VOP
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(FABRICIO et al., 2020; MIOTTO et al., 2021; TARDELLI et al., 2021; DE PAULA et
al., 2023).

Os resultados do presente estudo revelaram que o tratamento cronico com DEX
induziu o aumentou da VOP e que este aumento estava acompanhado de aumento dos
niveis de COL-3 na aorta, confirmando resultados recentemente publicados (TARDELLI
et al., 2022; DE PAULA et al., 2023). Dentre os mecanismos envolvidos no aumento da
rigidez arterial induzidos por DEX pode-se citar aumento da atividade nervosa simpatica
para os vasos (TARDELLI et al., 2022), aumento de fibrose nas artérias aorta, femoral e
carétida (CANSU et al., 2016; TARDELLI et al., 2021; TARDELLI et al., 2022) e
aumento da producédo de colageno tipo 3 na aorta toracica de ratos (DE PAULA et al.,
2023). Além disso, Abd El-Hakam et al. (2022) demonstraram que a DEX aumenta 0s
niveis séricos da proteina endotelina-1 (ET-1), a qual tem sido associada a progressdo da
hipertrofia vascular (KIRKBY et al., 2008) e disfuncdo endotelial (SHER et al., 2020),
que podem também contribuir para o aumento da rigidez arterial. Além disso, um estudo
realizado por Tsai et al. (2022) mostrou que pacientes com aldosteronismo primario, que
possuem secrecdo autbnoma de cortisol, exibem maior rigidez arterial, a qual também
estd associada a fibrose vascular, medida nas artérias do tecido adiposo. O presente estudo
revelou que a suplementacgdo prévia com L. casei bloqueou completamente 0 aumento de
VOP induzido por DEX, sugerindo um papel da microbiota intestinal na manutencéo da
VOP.

Para entender os impactos causados pelo tratamento com DEX e suplemento
probiotico na rigidez arterial, foram investigadas as principais vias de sinalizacdo da
producdo de colageno presentes na rigidez arterial. A producado de coldgeno na aorta pode
ser estimulada por diferentes fatores, como estresse oxidativo (LINO et al., 2018),
alteragfes no sistema renina-angiotensina e maior atividade nervosa simpética (DAB et
al., 2012; ZHOU et al., 2014), assim como processos inflamatorios envolvendo citocinas
(FLEENOR et al., 2010; WANG et al., 2006; WANG et al., 2012). Em estudos anteriores
conduzidos pelo nosso grupo e por Macedo et al. (2020), foi observado um aumento no
drive simpatico para os vasos apos tratamento com DEX (HERRERA et al., 2016;
TARDELLI et al., 2021), o que vai de encontro com os achados do presente estudo. Esse
aumento do fluxo simpatico pode levar a sintese de coldgeno na parede vascular via
receptor beta (DAB et al., 2012; ZHOU et al., 2014). Evidéncias fornecidas por Dab et
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al. (2012) mostram que o bloqueio dos receptores beta adrenérgicos inibe o aumento de
COL3 induzido por noradrenalina em células musculares lisas vasculares. Em
concordancia, Adameova et al. (2009) mostraram que o excesso de glicocorticoides pode
inibir a captagdo extraneural de noradrenalina (NE), resultando em um aumento das
catecolaminas plasmaéticas. Além disso, 0 aumento dos niveis de coldgeno na aorta pode
estar relacionado ao fator transformador de crescimento beta (TGF-), que também pode
estar aumentado em ratos tratados com dexametasona (ABD EL-HAKAM et al., 2022).
Estudos também revelaram que o TGF-B, um fator pro-fibrotico, contribui para 0 aumento
do col&geno através da via TGF-B1/Smad (HE et al., 2020). Os resultados do presente
estudo mostraram que nao somente a producao de TGF-f estava aumentada na aorta dos
animais tratados com DEX, mas de toda a cascata na formacao de colageno iniciada por
esta proteina, ou seja, a DEX aumentou a producéo de TGF-B1, TGFBR2, p-SMAD 2-
3/SMAD 2-3 e COL3. Os resultados demonstraram também que a suplementacdo
probiotica blogueou o aumento para TGF-B1, TGFBR2, p-SMAD/SMAD 2/3 e COL3
nos grupos SPD, em comparacdo com 0s SD. Os animais previamente tratados com
probiotico no presente estudo ndo apresentaram aumento da atividade nervosa simpatica
para os vasos induzida pela DEX, quando comparado ao grupo SD, sugerindo que 0s
probidticos possam ter contribuido para um melhor equilibrio do sistema nervoso
autdbnomo, assim como observado por (TANIDA et al., 2016). Alguns estudos em
camundongos indicam que 0 nervo vago pode ser um canal de comunicacao direta entre
0s microbios intestinais e o sistema nervoso central (EISENSTEIN et al., 2009). Além
disso, Bravo et al (2011) identificaram que a bactéria probiética Lactobacillus rhamnosus
influencia o comportamento emocional e a expressdo do receptor do acido gama
aminobutirico (GABA) no centro nervoso, por meio do nervo vago. Estes autores
(BRAVO etal., 2011) também relataram que o Lactobacillus rhamnosus reduzia os niveis
de corticosterona induzida pelo estresse e que 0s animais vagotomizados nao
apresentavam efeito neuroquimico e comportamental, mostrando assim que do nervo
vago é um importante via de comunicagdo constitutiva regulatoria entre as bactérias
expostas ao intestino e ao cérebro, mitigando assim os efeitos ansioliticos. Alem do
GABA, participam dessa comunicagdo os hormoénios intestinais, como 0 neuropeptideo
Y, a dopamina, a noradrenalina (EISENHOFER et al., 1997; RHEE et al., 2009; LYTE
et al., 2011) e as moléculas da microbiota intestinal, como os &cidos graxos de cadeia
curta e o triptofano (STILLING et al., 2014). Sendo a noradrenalina envolvida na cascata
de formacéo de COL-3 via TGF-B1/ TGFBR2/ p-SMAD/SMAD, pode-se sugerir que a
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suplementacdo com probiotico L. casei esteja modulando a atividade nervosa simpatica
(TANIDA et al., 2016). Com base nessas informagdes, assumimos que a suplementacéo
prévia com probidtico poderia atenuar a rigidez arterial via reducdo de COL-3 que pode
ser decorrente direta de reducdo da atividade nervosa simpética, ou pela menor liberacdo

de noradrenalina ou pela menor atuagéo do TGF-B1.

Segundo a literatura, tanto a rigidez arterial pode preceder a hipertensdo, como a
hipertensdo também pode alterar a estrutura dos vasos (AGBAJE, 2022). O modelo
experimental do presente estudo nao permite saber qual alteracao veio primeiro, mas que
existe uma correlacdo entre VOP e PAS e ambas podem ser moduladas pelo sistema
nervoso autonomo. O presente estudo demonstrou que 0 grupo suplementado com
probidticos apresentou menores valores PAS, PAD e PAM ap0s tratamento com a DEX,
em comparacgdo com 0s ratos nao suplementados, sugerindo que a via do sistema nervoso
autbnomo da microbiota intestinal € um importante mecanismo para mitigar o aumento
da VOP e PA induzidos pelo tratamento com DEX.

Sobre a microbiota intestinal, no entanto, pouco se sabe sobre seu papel na rigidez
arterial induzida por DEX. Recentemente, Meni e colaboradores (2020), observaram
associacdo entre reducdo da abundancia de bactérias intestinais, aumento plasmatico da
proteina C-reativa, que € um marcador inflamatério cardiovascular com aumento de VOP
em individuos com aterosclerose, mas ndo investigaram o bloqueio dessa via pela
suplementacdo de bactérias probidticas na modulacdo desses fatores. Neste sentido,
sabendo gue o tratamento com DEX pode induzir uma disbiose intestinal e inflamacéo e,
por sua vez a inflamacdo pode contribuir para o aumento da rigidez arterial, um outro
mecanismo que poderia estar envolvido no aumento VOP induzido pela DEX seria a
inflamacdo. Em concordancia, Wu e colaboradores (2018) demonstraram que o0
tratamento com DEX na agua de beber induziu desequilibrio nas bactérias intestinais,
aumento do numero de células epiteliais inflamadas do col6n e aumento da expressdo
génica de TNF-a, Toll like receptor-2, antimicrobianos, IL-6 e IL-1B. No entanto, estes
autores ndo avaliaram a VOP. O presente estudo mostrou que embora 0s niveis de
citocinas pro-inflamatdrias ndo estavam significativamente aumentadas no plasma apos
tratamento com DEX, foi observada uma correlagdo positiva fraca entre IL-13 e COL3 (r
=0,304). A IL-1B, por sua vez, induz a ativagdo tanto das vias candnicas quanto das nao

candnicas do NF-kB, promovendo assim aumento da permeabilidade intestinal. Tem sido
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demonstrado que a IL-1B aumenta a produ¢do de colageno nas células musculares lisas
vasculares (AMENTO et al., 1991), o que pode explicar outra possivel via colaborando

para 0 aumento do COL3 aortico no presente estudo.

A capacidade de controlar e equilibrar a invasao de contetdo prejudicial do lGmen
intestinal para o organismo interno é chamada de fungdo de barreira intestinal
(KALLIOMAKI et al., 2003; LUTGENDORFF et al., 2009). Essa barreira pode ser
dividida em trés partes, a saber: 1) as bactérias do limen, 2) as células epiteliais e 3) 0
tecido linfoide associado ao intestino (GALT), que trabalham em conjunto para evitar a
passagem de patégenos potenciais do Iimen para o meio interno (KALLIOMAKI et al.,
2003). No presente estudo, embora ndo tenhamos observado producdo exacerbada de
citocinas inflamatérias induzidas por DEX, conforme mostrado por Wu et al. (2018) e
Abd El-Hakam et al. (2020), demonstramos que a producao da proteina claudina-1, uma
proteina importante na fungéo barreira, mas ndo a ocludina, estava reduzida no c6lon dos
ratos tratados com DEX, sugerindo que a DEX possa prejudicar a funcéo barreira do célon
dos animais. Por outro lado, a suplementacdo prévia com L. casei impediu a reducdo da
principal proteina de juncdo firme induzida por tratamento crénico com DEX. Os
resultados do presente estudo sdo Gnicos em demonstrar a bactéria probiotica L. casei foi
capaz de bloguear a reducdo da proteina claudina-1. De acordo, Zong e colaboradores
(2019) observaram reducéo in vitro de claudina-1 e ocludina ap6s tratamento com cortisol
em células intestinais. Por outro lado, no presente estudo, observamos aumento
exacerbado na densitometria quantitativa para ocludina em ratos tratados com DEX e L.
casei, mostrando assim uma resposta compensatoria para grupo SD vs SC e SP vs SC que
pode ser mediada pela retroalimentacdo. Por exemplo, as células epiteliais da mucosa
intestinal também sdo capazes de produzir glicocorticoides localmente. Quando
lipopolissacarideos e citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-alfa
estdo presentes, ha um aumento na sintese epitelial de glicocorticoides, que podem atuar
como um mecanismo de feedback para reduzir a inflamacao aguda que danifica a mucosa.
Como mencionado anteriormente, o cortisol em niveis elevados promove inflamagéo das
celulas epiteliais e aumento de TNF-a (WU et al., 2018). Portanto, pode-se sugerir assim
que as células epiteliais estimuladas por essas citocinas promovam uma maior ativagdo
do mecanismo de feedback para reduzir a inflamacéo aguda que danifica a mucosa. Por
outro lado, segundo o trabalho de CHASIOTIS e colaboradores (2010) observou, as

células epiteliais de branquias de trutas in vitro apds tratamento com cortisol estimulou o



74

aumento da producdo de ocludina (CHASIOTIS, WOOD & KELLY, 2010) sugerindo
assim, que as células epiteliais podem frear a permeabilidade intestinal pelo mecanismo
de feedback apos estimulo do cortisol nessas células. No entanto, estas respostas precisam
ser melhor investigadas, principalmente pelos efeitos contraditorios dos experimentos in

Vivo e in vitro.

Portanto, os resultados apresentados nesta primeira parte sugerem que a DEX
promove aumento de rigidez arterial determinado pela maior producdo de COL-3 na
artéria aorta e que este aumento pode estar associado com 0 aumento da atividade nervosa
simpatica, que pode contribuir via direta, pela acdo da noradrenalina em seus receptores
beta na aorta ou via estimulando a cascata de sinalizagdo do TGF-p1 (TGF-p1/TGFBR2/
p-SMAD/SMAD/COL-3), que é um importante marcador de fibrose. A microbiota
intestinal parece ter um papel relevante no aumento de rigidez arterial induzida pela DEX,
uma vez que a suplementacdo prévia com probiotico atenuou todas as vias de formacéao
do COL-3. O colégeno tipo 1 ndo foi objeto de investigacdo no presente estudo, uma vez
que ja foi previamente evidenciado que a administracdo de DEX ndo promove alteracfes

nesta proteina na parede da aorta em ratos wistar (DE PAULA et al., 2023).

Nesta segunda parte sera abordado o efeito preventivo do treinamento combinado,
associado ou ndo com a suplementacdo com probidticos, na rigidez arterial dos ratos
tratados com DEX.

Antes de mais nada é importante destacar que o TFc foi eficaz em determinar
melhora da capacidade fisica dos animais, a qual foi avaliada pelos testes maximos na
esteira e na escada. Da mesma forma que o observado nos sedentarios, nem a
suplementacdo com probiotico nem a DEX alterou a capacidade fisica na esteira entre 0s
treinados, no entanto, a resposta “ergogénica” no teste de carregamento de peso,
observada nos ratos sedentarios tratados com DEX, associada ou ndo com o0s probidticos
nédo foi vista entre os treinados no presente estudo. Varias evidéncias tém associado a
composicdo da microbiota intestinal com a capacidade fisica em atletas ou fisicamente
ativos, no entanto os resultados sdo ainda inconclusivos, principalmente devido a
diversidade de bactérias intestinais (DE OLIVEIRA & BURINI, 2009; SHING et al.,
2014; CLARK et al., 2016; CARBUHN et al., 2018; MARTTINEN et al., 2020).
Recentemente, Marttinen et al. (2020) demonstraram em sua revisao que a composi¢ao

da microbiota intestinal pode afetar a fisiologia do hospedeiro e consequentemente sua



75

performance nos exercicios. Em sua revisdo estes autores concluem que os probidticos
podem ser considerados como ergogénicos indiretos, uma vez que podem melhorar as
adaptacdes aos treinamentos, facilitar as respostas no periodo de recuperagdo, melhorar o
humor e as respostas mentais durante e ap6s o exercicio. Da mesma forma, Shing et al.
(2014) mostraram que corredores que fizeram uso de probioéticos melhoraram o tempo de
fadiga na esteira, provavelmente porque os probidticos melhoram a integridade
gastrointestinal, a translocacédo de endotoxinas e modula o sistema imune, contribuindo
assim para gerar um efeito adicional na performance ao exercicio. Por outro lado,
Carbuhn et al. (2018) demonstraram que a suplementacdo com probidticos determinou
melhoras cognitivas em nadadoras jovens, mas ndo determinou melhora da performance.
Neste sentido, os efeitos dos probidticos na capacidade fisica ainda precisam ser melhor
investigados, principalmente porque os efeitos podem ser dependentes do tipo de
bactérias, do tipo e intensidade do treinamento e da condicdo fisica do hospedeiro
(ALLEN et al., 2018; MARTTINEN et al., 2020; HUANG et al., 2018; HUANG et al.,
2019; SCHEIMAN et al., 2019).

N&o obstante, o treinamento fisico pode favorecer bactérias que estdo envolvidas na
performance de corredores. Em um estudo realizado em camundongos, foi demonstrado
que o tratamento com uma linhagem de Veillonella sp., isolada de um corredor de
maratona, aumentou o tempo de corrida em esteira em 13% (HUANG et al., 2018). Isso
sugere que durante o exercicio de alta intensidade, o lactato produzido pelos musculos
esqueléticos entra no intestino através da circulacdo. Essa situacdo proporciona uma
vantagem seletiva para as espécies de bactérias residentes no cdlon que utilizam lactato
como fonte de energia, resultando na producdo de metabolitos como o propionato. O
propionato desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo energético e
tem um efeito ergogénico no hospedeiro que se exercita (HUANG et al., 2019;
SCHEIMAN et al., 2019).

O presente estudo demonstrou que entre 0s animais treinados a reducéo de PC foi
semelhante a que aconteceu nos animais sedentarios, ou seja, a DEX determinou reducéo
do PC e a suplementagdo com probiético ndo evitou esta reducdo. Pode-se observar entdo
que o TFc interferiu na resposta de PC nem entre os tratados com DEX nem entre aquele
que foram suplementados com probidtico antes do tratamento com DEX. Estes resultados
confirmam os achados anteriores de nosso grupo em animais normotensos e hipertensos.
(TARDELLI et al., 2022; DE PAULA et al., 2023).

Com relacdo a ingestdo alimentar, o TF, associado ou ndo a suplementacdo com
probidtico, ndo foi capaz de mitigar a baixa ingestdo alimentar induzida por DEX,

concordando com estudos prévios em que mostram que o TF aerébio (SOTO-PINA et al.,
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2016), ou o resistido (MACEDO et al., 2014; KRUG et al., 2016) por si sé ndo atenuam
essa resposta. Os fatores que regulam o apetite durante o exercicio podem ser
categorizados em trés grupos: longo prazo, que inclui hormonios como leptina e insulina;
intermediario, que envolve sinais pds-absortivos associados a apresentagdo de
macronutrientes (por exemplo, glicose e carboidratos ndo esterificados) e sinais de
saciedade de curto prazo gerados no trato gastrointestinal em resposta a ingestdo de
alimentos (HOLZER et al., 2014). Algumas evidéncias tém mostrado que sessdes agudas
de exercicio podem modular a producdo e liberacdo de leptina e grelina, como por
exemplo as apresentadas na revisao de Halliday et al. (2021), no entanto a influéncia do
TF e de probidticos na ingestdo alimentar ainda precisam ser melhor investigadas
(HALLIDAY et al., 2021).

Ja haviamos demonstrado anteriormente que a atrofia muscular estava envolvida
na reducdo de PC nos animais tratados com DEX e os resultados do presente estudo
mostraram que TF combinado ndo foi capaz de atenuar a redugdo da massa muscular
esquelética induzida pela DEX, concordando com os resultados previamente
demonstrados (HERRERA et al., 2016; KRUG et al., 2016). Portanto, a reducdo de PC
observada também nos animais treinados ap6s tratamento com DEX parece envolver a

atrofia muscular e é independente de qualquer alteracdo na microbiota.

O presente estudo mostrou que nem a suplementacdo prévia com probiotico L.
casei, nem o tratamento com a DEX, nem a combinagdo de probidtico e DEX
determinaram alteracdes significativas nas massas do colon e figado dos animais
treinados, e 0 TFc ndo atenuou a reducédo das glandulas adrenais. A massa do bago estava
aumentada nos animais suplementados com probidtico e treinados, no entanto, os animais
tratados com DEX e suplementados ainda apresentaram valores menores que os controles

treinados.

O treinamento fisico € uma estratégia ndo-farmacoldgica eficaz no tratamento e
controle das doencas cardiovasculares (PEDRALLI et al., 2020; BELLICHA et al., 2021,
LU et al., 2021) e, dentre os diferentes tipos de treinamentos fisicos, o TFc, em dias
alternados, vem sendo sugerido como uma importante ferramenta por contemplar as
magnitudes especificas promovidas por cada tipo de treinamento (BARROSO et al.,
2020). No presente estudo o TF combinado por 74 dias a 60% da capacidade fisica foi
capaz de prevenir completamente o aumento de VOP induzido por DEX nos animais.
Além disso, o presente estudo demonstrou que a associacdo do TF combinado com a
suplementacdo com L. casei determinou menor VOP no periodo de 8 semanas de

treinamento, quando comparado ao grupo controle. Estes resultados podem sugerir que
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ambas as intervencOes sdo estratégias ndo farmacoldgicas eficientes para reduzir VOP e
prevenir futuros eventos cardiovasculares, mesmo na presenca de tratamento com DEX.
Como esperado, o TF combinado foi eficaz em prevenir também o aumento da PAS, PAD
e PAM induzidas pela DEX grupo treinado controle, concordando com estudos anteriores
(TARDELLIetal., 2022; DE PAULA etal., 2023). Além disso, o presente estudo também
demonstrou correlacdo positiva entre a VOP e a PAS (r = 0,428), bem como entre VOP e
variabilidade LF abs mmHg? (r = 0,287) e entre LF abs mmHg? e COL3 (r =0,465).

Diversas meta-analises tém destacado a importancia clinica de diferentes tipos de
treinamento fisico na reducdo da VOP (LOPES et al., 2021; SAZ-LARA et al., 2021; XIN
etal., 2022; L1 et al., 2022; THOMAS et al., 2022). No entanto, a maioria desses estudos
foi realizada em seres humanos e em diferentes condicdes, como envelhecimento (LI et
al., 2022), obesidade, mulheres na pds-menopausa (XIN et al., 2022), hipertensdo e
diabetes (LOPES et al., 2021), o que dificulta a compreensdo dos mecanismos envolvidos.
Embora todas essas meta-analises demonstrem de forma consistente que o exercicio
aerobico, assim como exercicios isométricos, de alongamento e de mente-corpo reduzem
significativamente a VOP, ainda ha poucos estudos investigando os efeitos do
Treinamento combinado (LOPES et al., 2021; SAZ-LARA et al., 2021), mesmo o TFc
sendo aquele mais indicado para melhorias cardiovasculares em comparagdo com o
treinamento aerdbico ou resistido realizado separadamente (SCHROEDER et al., 2019).
Recentemente, Schroeder e colaboradores (2019) compararam os efeitos do treinamento
aerobico, treinamento de resisténcia e uma combinacdo de ambos (treinamento aerdbico
e de resisténcia) em varios fatores de risco cardiovascular, incluindo pressdo arterial
periférica e central, aptiddo cardiorrespiratéria, forca muscular, composicdo corporal,
glicemia e lipidios no sangue. Concluiu-se que, entre individuos com risco aumentado de
doencas cardiovasculares, um programa de 8 semanas de treinamento combinado
proporcionou beneficios cardiovasculares mais abrangentes em comparagdo com o
treinamento aerdbico ou de resisténcia realizado pelo mesmo periodo. Embora haja dados
limitados disponiveis sobre Treinamento combinado, existem alguns mecanismos
sugeridos que podem contribuir para melhorar a funcionalidade e a estrutura dos vasos
sanguineos. Esses mecanismos incluem aumento dos niveis plasmaticos de NOXx
(marcador de producdo de 6xido nitrico) nos idosos (OTSUKI et al., 2020), diminuigéo
do endotelina-1 e aumento dos niveis de nitrito/nitrato em meninas obesas e pré-
hipertensas (SON et al., 2017), e redugdo do perfil lipidico em mulheres mais velhas na
pos-menopausa (PEKAS et al., 2020). No entanto, ainda ha a necessidade de uma
investigacdo mais aprofundada dos mecanismos envolvidos na reducdo do COL-3

induzido pela DEX por meio do treinamento combinado.
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Para compreender melhor sobre a sintese de colageno na aorta, o proximo
paragrafo explicara a via de sinaliza¢do do colageno e 0s possiveis mecanismos pelo qual
DEX atua na sua producdo e que o treinamento combinado possa estar atenuando.

Apols o TGF-B1 se ligar ao receptor 2 e recrutar o receptor 1, formando assim o
complexo de receptores na superficie da membrana celular, estimula a producdo de
fibronectina, colageno, inibidor do ativador do plasminogénio-1 e fator de crescimento
de tecido conectivo principalmente por meio das proteinas citoplasmaticas conhecidas
como SMADs, que por sua vez, se deslocam para o ndcleo da célula e desempenham o
papel de fatores de transcricdo, podendo promover tanto a sintese de proteinas da matriz
extracelular como a inibicdo (FAN et al., 2000; RUIZ-ORTEGA et al., 2007; HARVEY
et al., 2016). A literatura mostra que o TGF-B1 é expresso em células endoteliais, células
musculares lisas vasculares, miofibroblastos e células do sistema imune. Sua ativacao
pode ser via lesdo tecidual (MCCAFFREY et al., 1995), fatores hipertensivos como a
angiotensina 2 (RUIZ-ORTEGA et al., 2007), inflamacéo (LIAO et al., 2022), disfuncao
mecanica causada por fluxo abrupto do sangue nas células endoteliais (KOUZBARI et
al., 2019), bem como o sistema nervoso autonémico influenciando no sistema imune e
ambos impactando no aumento de colageno (KUMAR et al., 2019, HONKE et al., 2022).
Visto isso, 0 presente estudo demonstrou que a suplementagdo com L. casei associado
ou ndo ao TFc, foram capazes de atenuar o aumento da rigidez arterial pela atividade
nervosa simpética para os vasos e pela via de sinalizacdo da producdo de colageno.
Dando sustentacdo a esses resultados sobre o efeito do treinamento combinado,
pesquisadores mostraram que ele previne a rigidez arterial através da maior acédo
parassimpatica em pré-hipertensos (SONGCHAREM et al., 2022), atenuacdo do drive
simpatico para 0s vasos em jovens obesos (PHOEMSAPTHAWEE et al., 2019), em ratos
hipertensos (SHIMOJO et al., 2018; TARDELLI et al., 2022), reducdo de marcadores
inflamatdrios e adrenalina circulante em obesos (PARK et al., 2020), atenuacao dos niveis
de TGF-B1 em individuos com disfuncdo motora (KUMAR et al., 2019), bem como
menor presenca de COL-3 na aorta (DE PAULA et al., 2023), atribuindo a prevencéao do
aumento da rigidez arterial a esses mecanismos encontrados exacerbados nos animais
sedentérios tratados com DEX.

N&o obstante, o treinamento combinado pode atuar na atenuacao da producao de
coldgeno 3 por outros mecanismos além dos investigados nesse presente estudo. A
exemplo temos Dias e colaboradores (2020), que embora ndo investigaram a producéo de

coldgeno na aorta, entretanto, demonstraram em seu estudo a atenuacdo do estresse
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oxidativo em ratos hipertensos que participaram do TFc em relacdo aos animais controle.
Em consonancia com esses autores, Ruangthai e Phoemsapthawee (2019) e outros
pesquisadores mostraram que o TFc por 8 semanas de moderada intensidade também foi
capaz de reduzir o estresse oxidativo em idosos e hipertensos (SHIMOJO et al., 2018),
outro mecanismo em que a DEX promove desequilibrio (IUCHI et al., 2003; HERRERA
etal., 2017) e que estdo envolvidos no aumento de colageno nos vasos (FLEENOR et al.,
2010).

Sobre os efeitos da suplementacdo com probiodtico associado ao treinamento
combinado, o presente estudo é Unico em demonstrar o efeito adicional da suplementacao
com probidtico na prevencdo da rigidez arterial pela via de sintese de coldgeno. Apesar
dessa escassa investigacdo com a associacdo do probidtico L. casei ao treinamento
combinado, o presente estudo sugere que a suplementacdo com probidtico possa
contribuir na atenuacédo da producdo de colageno através da atenuacao do drive simpatico
para 0S vasos, uma vez que o probidtico L. casei é capaz de atenuar essa resposta
(TANIDA et al., 2016) e o TFc aumenta a atividade nervosa parassimpética
(SONGCHAREM et al., 2022) e isso pode favorecer a uma resposta mais vasodilatadora.
Além disso, o TFc promove maior teor de nitrito/nitrato no sangue (RUANGTHAI &
PHOEMSAPTHAWEE, 2019), o que pode atenuar a ativacdo de TGF-B induzida por
DEX, que por sua vez diminui a deposicao de colageno através da via TGF-p1/Smad (HE
et al., 2020), e poderia melhorar a disfuncdo endotelial (PEDRALLI et al., 2020) e
promover vasodilatacdo direta, sugerindo efeito adicional, colaborando assim para
contribuir para a atenuacéo da expressdo de colageno 3 na aorta dos animais TPD quando
comparados ao TD.

O presente estudo demonstrou que o TF combinado foi capaz de atenuar a reducéo
da claudina — 1, sem alterar a ocludina nos animais TD vs SD e TPD vs SPD, mostrando
ser seguro na prevencdo da desestruturacdo da barreira intestinal induzida por DEX com
efeitos mais proeminentes na barreira intestinal nos animais treinados quandocomparados
aos respectivos sedentarios. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez
que treinamento fisico de leve a moderada intensidade ndo impacta negativamente nas
proteinas da barreira intestinal (ZUHL et al.,2014), aos contrarios de exercicio
prolongados (ROWELL et al., 1971) ou de maior intensidade (VAN WIJK et al., 2011).
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7. CONCLUSAO.

Os resultados deste estudo confirmam a hipdtese de que a microbiota intestinal
tem um papel importante no aumento de rigidez arterial induzido pelo tratamento com
dexametasona e que a prévia suplementacdo com probidtico atenua a atividade nervosa
simpatica que, por sua vez, pode contribuir direta ou indiretamente na formagéo de COL-
3 na aorta dos animais tratados com DEX. Além disso os achados ressaltam a relevancia
da integridade da microbiota intestinal e do Treinamento combinado na prevencdo do
enrijecimento arterial induzido pelo tratamento com a DEX. Vale ressaltar que este estudo
demonstra, pela primeira vez, a relevancia clinica dessas duas intervencdes ndo
farmacoldgicas nas alteracfes vasculares induzidas pelo tratamento com dexametasona

em animais saudaveis.
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