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RESUMO

A rigidez arterial, avaliada pela velocidade de onda de pulso (VOP) vem sendo
considerada um importante preditor de risco cardiovascular. Tem sido demonstrado
que o aumento da rigidez arterial contribui para o desenvolvimento da hipertensao e
pode ser determinada pelo desbalangco entre as principais proteinas da matriz
extracelular, tais como colageno e elastina. Trabalhos anteriores demonstraram que
a dexametasona (DEX) determina aumento na pressao arterial (PA) de ratos e
humanos, no entanto, os efeitos da DEX na rigidez arterial ainda sdo inconclusivos.
Por outro lado, treinamento fisico combinado (TFC) vem sendo recomendado para o
controle da hipertensdo, mas quase nada se sabe sobre seus efeitos nos
mecanismos responsaveis pelo controle da rigidez arterial. A hip6tese deste trabalho
foi que o TFC poderia controlar a produgao proteica de colageno e elastina na artéria
aorta e contribuir para atenuar o aumento da rigidez arterial e PA de ratos tratados
com DEX. Neste sentido, o objetivo geral deste estudo foi verificar os efeitos do TFC
na rigidez arterial e PA de ratos tratados com DEX. Para isso, foram utilizados trinta
e sete ratos Wistar (200-2509) distribuidos em 4 grupos: sedentario controle (SC,
n=8), sedentario tratado com DEX (SD, n=9), treinado controle (TC, n=10) e treinado
e tratado com DEX (TD, n=10). Todos os ratos foram submetidos aos testes de
carregamento maximo (TCM, na escada) e ao teste de esforco maximo (TEM, na
esteira) e submetidos a um protocolo experimental de TFC (60% do maximo,
5d/semana, 1h/dia, em dias alternados, por 74 dias) ou mantidos sedentarios. Nos
ultimos 14 dias, foram tratados com DEX (50ug/kg por dia, s.c.) ou salina. Ao final do
protocolo experimental, os animais foram submetidos as analises de velocidade de
onda de pulso (VOP) e PA caudal. Foram utilizados os teste T-Student e ANOVA de
dois caminhos para comparar os grupos. Tukey foi usado como post-hoc quando
necessario. Os resultados de capacidade fisica maxima, VOP e PA foram
correlacionados pelo teste de correlagcdo de Pearson ou Spearman (p<0,05). Os
ratos treinados apresentaram respostas maiores de TCM e TEM em comparagao
aos sedentarios O tratamento com a DEX promoveu aumento da PA caudal (de 116
t 2 para 181 + 5mmHg, p<0,05) acompanhado de aumento de VOP (de 1,5 £ 0,05
m/s para 2,1 £ 0,09 m/s, p<0,05), quando comparados aos SC. Em contrapartida, o
grupo TD, apresentou atenuacédo do aumento da PA caudal e da VOP induzidos pela
DEX (11% de PA e 7,3% de VOP), quando comparado ao grupo SD (53% e 38%,
para PA e VOP, respectivamente). Além disso, a DEX determinou e aumento
significativo da proteina COL Ill nos animais sedentarios (+51,62%) e o TFC atenuou
este aumento (TD, +4,31%). A razdo entre COL | e COL Il estava diminuida no
grupo SD (-53%) quando comparada ao grupo SC. Os valores de elastina néo foram
modificados. Os resultados de VOP foram associados com a PA (r=0,6714), bem
como com COL Ill (r=0,4567). Os resultados do presente estudo sao inéditos em
demonstrar que o TFC foi capaz de atenuar o aumento da rigidez arterial de ratos
tratados com DEX e o0s mecanismos responsaveis por esta reducao parecem
envolver a producao de colageno Ill na aorta. Esta atenuagéo da VOP induzida pelo
TFC parece contribuir para atenuar o aumento de PA em ratos treinados e tratados
com DEX.

Palavras chave: treinamento fisico aerdbio, treinamento fisico resistido, treinamento
fisico combinado; glicocorticoides, velocidade de onda de pulso, colageno.



ABSTRACT

Arterial stiffness, determined by pulse wave velocity (PWV) has been considered an
important cardiovascular risk predictor. It has been shown that high arterial stiffness
contributes to develop hypertension (HT) and may be determined by an unbalance
between the main extracellular proteins, like collagen and elastin. Previous studies
have demonstrated that dexamethasone (DEX) increases arterial pressure (AP) in
rats and humans; however the DEX effects on arterial stiffness are unclear. On the
other hand, combined physical training (CT) has been recommended to control
hypertension, but almost nothing is known about its effects on mechanisms
responsible to control arterial stiffness. We hypothesized that CT could control
collagen and elastin levels and attenuate arterial stiffness and AP increase in DEX-
treated rats. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effects of CT on
arterial stiffness and AP in DEX-treated rats. Thirty-seven Wistar rats (200-2509)
were allocated into 4 groups: sedentary control (SC, n = 8), sedentary treated with
DEX (SD, n = 9), trained control (TC, n=10) and trained and treated with DEX (TD, n
= 10). All rats performed a maximum voluntary carrying capacity test (MVCC, on the
ladder) and a maximal physical capacity test (TEM, on the treadmill) and underwent
CT (60% maximum, 5d / week, 1h / on alternate days, for 74 days) or were kept
sedentary. Through the last 14 days, they were treated with DEX (50ug / kg per day,
s.c.) or saline. At the end experimental protocol, rats underwent pulse wave velocity
(PWV) and tail AP measurements. Two-way ANOVA and T-Student t-test were used
to compare the groups. Tukey post-hoc test was used when necessary. Maximal
physical capacity test or MVCC values, PWV and AP were correlated by
Pearson/Spearman test (p <0.05). Trained rats showed higher responses on MVCC
and TEM compared with sedentary rats. DEX treatment increased tail AP (from 116 %
2 to 181 £ 5 mmHg, p <0.05) as well as VOP (from 1.5 £ 0.05 m/s to 2.1 £ 0 m/s).
On the other hand, TD group presented attenuation of AP and PWV increase
induced by DEX (11% and 7.3%, for AP and PWV, respectively) when compared with
SD group (53% e 38%, for AP and PWV, respectively). Also, DEX treatment
increased COL Il protein levels (+51,62%) in SD and CT significantly attenuated this
increase (TD, +4,31%). COL I/COL Il was significantly reduced after DEX treatment.
Ellastin levels were not altered. Results of PWV were associated with AP (r = 0.6714)
as well as COL Ill (r=0.4567). Therefore, the results of the present study are unique
in demonstrating that CT was able mitigate increase on arterial stiffness induced by
DEX treatment and the mechanism may involve a better control of aorta COL Il
levels. This CT-induced PWV attenuation may contribute to the lower AP observed in
trained DEX-treated rats.

Key words: Aerobic physical training, power training, glucocorticoids, pulse wave
velocity, collagen.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Esquema ilustrativo dos principais efetores envolvidos na rigidez arterial.
Imagem adaptada de ALVIM et al., 2017 ........ouumiiiiiiaeieeee e 15

Figura 2: Linha do tempo demonstrando o periodo de protocolo experimental (75
dias), sendo que durante as primeiras 8 semanas foi realizado somente o
treinamento fisico/sedentarismo (cinza claro) e durante os ultimos 14 dias foi
realizado, adicionalmente, o tratamento com a dexametasona (DEX) ou salina
(preto). Peso Corporal (PC), Teste de Esforgo Maxima na esteira (TEM), Teste de
Carregamento Maximo na escada (TCM), Analise de Velocidade de Onda de Pulso
(VOP), Pressao Arterial Caudal (PA
(071U To =1 ) TP PP POUPPUPUPPORRPPPRIN 24

Figura 3: Painel superior: Resultados dos testes de carregamento maximos
resistidos absoluto (g) realizados na escada durante o protocolo experimental, nas
quatro avaliagbes (TCM1, TCM2, TCM3 e TCM4). Painel inferior esquerdo:
Variacao (delta) do peso carregado entre o TCM3 e TCM1 dos animais treinados
(n=20) e sedentarios (n= 17). Painel inferior direito: Variacdo (delta) do peso
carregado entre o TCM4 e TCM3, em todos os grupos avaliados, sedentario controle
(SC, n= 8), sedentario tratado DEX (SD, n= 9), treinado controle (TC, n= 10) e
treinado tratado DEX (TD, n= 10). Painel inferior esquerdo: Variagdo (delta) do
tempo (em segundos) entre TEM3 e TEM1 dos animais treinados e sedentarios
agrupados. Significancia: a: efeito do treinamento; b: efeito do momento; *vs controle
e + Vs sedentarios,

Figura 4: Painel superior: Resultados dos testes de carregamento maximos
resistidos relativos (g/kg) realizados na escada durante o protocolo experimental,
nas quatro avaliagbées (TCM1, TCM2, TCM3 e TCM4). Painel inferior esquerdo:
Variacao (delta) do peso carregado entre o TCM3 e TCM1 dos animais treinados (n=
20) e sedentarios (n= 17). Painel inferior direito: Variacdo (delta) do peso
carregado entre o TCM4 e TCM3, em todos os grupos avaliados, sedentario controle
(SC, n= 8), sedentério tratado DEX (SD, n= 9), treinado controle (TC, n= 10) e
treinado tratado DEX (TD, n= 10). SignificAncia: a: efeito do treinamento; * vs
controle e + ) sedentarios,

Figura 5: Painel superior: Resultados de teste de esforgo maximo (segundos)
realizado na esteira durante o protocolo experimental, nas 4 avaliagdes (TEM1,
TEM2, TEM3 e TEM4), nos 4 grupos avaliados: sedentario controle (SC, n= 8),
sedentario tratado DEX (SD, n= 9), treinado controle (TC, n= 10) e treinado tratado
DEX (TD, n= 10). Painel inferior esquerdo: Variacdo (delta) do tempo (em
segundos) entre TEM3 e TEM1 dos animais treinados (n= 20) e sedentarios (n= 17).
Painel inferior direito: Variagcao (delta) tempo (em segundos) entre TEM4 e TEM3
em todos os grupos analisados. Significancia: a: efeito do treinamento; * vs controle,
+ VS sedentario,



Figura 6: Resultados de Pressdo Arterial (PA) de cauda durante o protocolo
experimental de TFC, nas 5 avaliagdes (inicial, 82 semana, 5° dia de tratamento, 12°
dia de tratamento e no ultimo dia de tratamento) nos 4 grupos analisados: sedentario
controle (SC, n= 8 ), sedentario tratado DEX (SD, n=9), treinado controle(TC, n= 10)
e treinado tratado DEX (TD, n= 10). Significancia: a: efeito do treinamento; b: efeito
do tratamento. P<O,05.... ..o e aaann 36

Figura 7. Valores basais Pressdo Arterial (PA) de cauda ao final do protocolo
experimental (TFC + tratamento com DEX), nos 4 grupos analisados: sedentario
controle(SC, n= 8), sedentario tratado DEX(SD, n= 9), treinado controle(TC, n=10) e
treinado tratado DEX (TD, n= 10). Significancia: * vs controles, + vs sedentarios.

Figura 8: Painel superior: Resultados de velocidade de onda de pulso (VOP)
durante o protocolo experimental de TFC, nas 3 avaliagdes (inicial, 8 semana,
ultimo dia de tratamento) nos 4 grupos analisados: sedentario controle (SC, n= 8 ),
sedentério tratado DEX (SD, n=9), treinado controle(TC, n= 10) e treinado tratado
DEX (TD, n= 10). Painel esquerdo: Valores de velocidade de onda de pulso (VOP,
m/s) ao final da 8% semana, para sedentarios (N=17) e treinados (N=20). Painel
direito: Valores ao final do tratamento com dexametasona (Painel direito), nos 4
grupos analisados. Significancia: a: efeito do treinamento; b: efeito do tratamento e
*vs controles, +vs sedentarios. P<0,05..........oooirmiiiiiiiiii e 37

Figura 9: Analise densitométrica da produgao proteica de colageno tipo | e tipo Il e,
em todos os grupos analisados: Sedentario controle (SC, N=7), sedentario tratado
com DEX (SD, N=9), treinado controle (TC, N=10) e treinado tratado com DEX (TD,
N=8), : *vs controles, +vs sedentarios. p<0,05...........cccoiiiiiiiiiiiee e 38

Figura 10: Andlise densitométrica proteica da razao entre os colagenos tipos | e tipo
Ill, em todos os grupos analisados: Sedentario controle (SC, N=7), sedentério
tratado com DEX (SD, N=9), treinado controle (TC, N=10) e treinado tratado com
DEX(TD, N=8). *vs controles. p<0,05.........cccuuiiiiiiiiieie e 38

Figura 11: Analise densitométrica proteica da produgéo de Elastina (ELN), em todos
0s grupos analisados: Sedentario controle (SC, N=5), sedentario tratado com DEX
(SD, N=5), treinado controle (TC, N=5) e treinado tratado com DEX (TD,
N ) TSRS PRRSRPR 39

Figura 12: Correlagédo entre analises de densitometria proteica de colageno tipo | e
IHI(COL I, COL lll) e velocidade de onda de pulso (VOP). Painel esquerdo: Nao
apresentou correlagcado negativa significativa entre as duas analises COL | e VOP, r=
- 0,0934. Painel Direito: Demonstrou correlagao positiva significativa entre as duas
analises de COL Ill e VOP, r= 0,4567 com colageno tipo Ill (COL Ill) em todos os
grupos. Significancia: a:*** p<0,0003........cccoeiiiiiiiiii e 39

Figura 13: Painel esquerdo: Correlagao entre a razao de colageno | (COL I/COL Ill) e
a velocidade de onda de pulso (VOP), r= - 0,2351 em todos os grupos. Painel
direito: Correlagdo entre a densitometria proteica da Elastina (ELN) e a velocidade
da onda de pulso (VOP, Pearson, r = 0,3017).



Figura 14: Correlagdo entre a pressao arterial (PA) caudal, r=0,6714 com a
velocidade da onda de pulso (VOP) em todos os grupos. Significancia: a:***
[0 0 SO SPURPPRN 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores de peso corporal (PC), peso das glandulas adrenais normalizadas
pela Tibia nos quatro grupos analisados. PC: peso corporal, SC: Sedentério
controle; SD: Sedentario tratado com DEX; TC: Treinado controle e TD: Treinado
tratado com DEX. Significancia: *vs controle,



LISTA DE ABREVIATURAS

ONoOaRLON=

CEUA: Comité de Etica no Uso de Animais.
COL I: Colageno tipo 1.

COL llI: Colageno tipo 3.

COL IV: Colageno tipo 4.

COL VI: Colageno tipo 5.

CONCEU: Conselho Nacional de Controle de Experimentagdao Animal.
DEX: Dexametasona.

ELN: Elastina.

g: Gramas.

HA: Hipertensao Arterial

Kg: Quilogramas.

m/s: Metros por Segundo.

mmHg: Milimetros de Mercurio.

PA: Pressao Arterial de Cauda.

PC: Peso Corporal.

s.c. : Subcutanea.

SC: Sedentario Controle.

SD: Sedentario Dexametasona.

TC: Treinado Controle.

TD: Treinado Dexametasona.

TCM: Teste de Carregamento Maximo.
TEM: Teste de Esforgco Maximo.

TFA: Treinamento Fisico Aerdbio.

TFC: Treinamento Fisico Combinado.

TFR: Treinamento Fisico Resistido.

TT: Tempo de Transito.

VIl DBH: 72 Diretriz Brasileira de Hipertensao.
V: Velocidade.

VOP: Velocidade de Onda de Pulso.



SUMARIO

R |V 120 010 031 Y o RSP 14
I TR 1T e (=7 2. =Y - I 14
1.2. Dexametasona e Rigidez Arterial ...........ccccorerorreeerscrersereriesersesese s s s sesessesessesessesessessssesens 18
1.3.  Treinamento Fisico e Rigidez Arterial..........c.cceoeveerrcrersereriesersenereserassess e s ses e sessesesasseens 20
2. HIPOTESE ...ttt ettt st sttt 22
B T © 1 = 1 i I L 23
R T T 01 1= (107 Y€ 7= - | 23
3.2, ODbjetiVOS ESPECITICOS ....euerirerirerrersererersessssessssessssessssesessesessssessssessssessssssssessesssssassessssssesssnsns 23
4. MATERIAIS E METODOS ......coiieiecececeecassesssssssss s ssssssssssssessssssssssssssssssssssnns 24
4.2. TESTE DE CARREGAMENTO MAXIMO NA ESCADA ......oooiietreceirtetrestessseesssssssssssssessssssssneas 26
4.3. PROTOCOLO DE TREINAMENTO RESISTIDO (TFR).....cccccmtmiiiiiiisssnnmrrrrersss s sssssssssesssssssssses 26
4.4. TESTE DE ESFORGO MAXIMO NA ESTEIRA (TEM) ...couuiuirciemreseceemsssssssssssssssssessssssssssessasnss 27
4.5. PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO AEROBIO (TFA) ....ccuocvcmemreircserrsnssssessssssssssessasenss 27
4.6. ANALISE DA RIGIDEZ ARTERIAL .....covruitieiiiteeisesesesseessssssssesssssssssssssassssssssssssssssnsessssssssssssssnees 28
4.7. AVALIAGAO DA PRESSAO ARTERIAL CAUDAL .......covemrrcmrrcnrteerseeesssesssesssssssssesssssssssssees 28
4.8. RETIRADA DA ARTERIA AORTA......cciitrtscisee s sessssss s ese st ssssess s s s s sessassesssssssssssassasasanas 29
4.10. PROCEDIMENTOS DE ANALISE DA PRODUGAO PROTEICA........ccceertrreeeerrenseenesssssseens 30
5. ANALISE ESTATISTICA ....ccciirrerercesertreseresessssssssesesssssssssesssesssssssssssssnesasans 31
6. RESULTADOS ... iirirrrrsssnssssssssss s s s s s s e s s s s s mmnnsns s s s s e s s e e e s s nnnnnnnsnsnsnnnns 32
R 0 1 £ o U157\ o J 41
T o7 0 ] Vo I U £-7- Yo L 47
9. REFERENCIAS: ......ceoiuiurererireeesssesestsee e sss e e s ssss st s st ssesssnsnes 48

10. ANEXO 1. 57



14

1. INTRODUGAO

1.1. Rigidez Arterial

A rigidez arterial € um complexo fenbmeno caracterizado pela diminuicao
acentuada da complacéncia (distensibilidade) das artérias e seu aumento vem
sendo considerado parte do processo natural de envelhecimento (PIZZI et al., 2006;
ZHANG et al, 2014). No entanto, tem sido demonstrado que, embora o
envelhecimento provoque um aumento da rigidez arterial (ALIVON et al., 2015),
fatores extrinsecos tais como o estresse, ingestdo de alimentos ricos em sal,
aumento de espécies reativas de oxigénio, alteracbes nas quantidades de
metaloproteinases e diversas patologias como doencas inflamatérias, aterosclerose,
doenga renal crbnica, diabetes, sindrome metabdlica e hipertensdo arterial
contribuem para o aumento da rigidez arterial (LONDON et al., 1997; XU et al., 2000;
JACOB et al., 2003; ZIEMAN et al., 2005). Devido a esta extensa lista de fatores que
predispbe a redugdo da complacéncia vascular, a medida de rigidez arterial vem
sendo clinicamente considerada como um importante preditor de doencas
cardiovasculares. Blacher et al. (1999) ja haviam sugerido, em seu estudo, que a
medida de rigidez da artéria aorta poderia ser um preditor de mortalidade, pois
individuos em estagio final de doencga renal, que apresentaram maior indice de
mortalidade, apresentaram a velocidade de onda de pulso (VOP) maior que 9,0 m/s.
Em concordancia, varios estudiosos sugeriram que a VOP seria um importante
preditor de eventos e doengas cardiovasculares (SCHILLACI et al., 2012; LUFT et
al., 2012; ALVIM et al.,, 2013; ERSHOVA et al.,, 2016). Além disso, tem sido
demonstrado que a hipertensédo arterial, muitas vezes associada ao aumento da
rigidez arterial, possa ser considerado um dos principais fatores de risco de
mortalidade por doencgas cardiovasculares (LAKATTA et al., 2014). Uma vez que
niveis elevados de presséao arterial (PA) envolvem 60% da populagcao de idosos (VII
DBH, 2016) e contribuem para cerca de 50% de mortes no Brasil, faz-se necessaria

a busca por melhores tratamentos.

A estrutura dos vasos sanguineos € primordial para que eles possam cumprir
suas funcdes. O fato de que existe bastante coesdo entre as células confere aos

vasos sanguineos a capacidade de resisténcia necessaria para que o sangue possa
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ser transportado. No entanto, existe um limite para essa resisténcia e a Figura 1
resume alguns dos principais fatores que podem comprometer direta ou
indiretamente a capacidade de resisténcia e elasticidade do vaso, determinando a
rigidez arterial. Dentre eles pode-se citar formagao de placa de ateroma (JOHNSON
et al., 2001), acumulo de agente proteoglicano (ATANASOVAN et al., 2012),
disfungéo endotelial (JACOB et al., 2001), aumento da atividade simpatica, aumento
da concentragcdo de sal, aumento de espécies reativas de oxigénio e aumento da
acao da angiotensina Il (HUYARD et al., 2014), além de alteragées nas proporgdes
das proteinas da matriz extracelular na musculatura lisa vascular, tais como
colageno e elastina (OLIVER et al.,, 2003; ARONSON 2003; DIEZ et al., 2007;
BARNES et al., 2014; SUN et al., 2016; ALVIM et al., 2017; MIKAEL et al., 2017;).
Dentre estes varios fatores, tem sido demonstrando que o desequilibrio entre as
proteinas da matriz extracelular estaria diretamente envolvido no processo de rigidez
arterial, principalmente por serem responsaveis pela estrutura e funcionalidade dos
vasos (LONDON et al., 1997; XU et al., 2000; JACOB et al., 2003; PIZZI et al., 2006;
ATANASOVA et al., 2012; ZANGH et al., 2016; ZIEMAN et al., 2005).

NaCl, angiotensina, lipides,
neurchoménios simpaticos e
shear stress

Tanica intima

M Golageno, AGE's, LLCAM, MMP, TGF-B, CMLV, leucécitas
s Elastina

L | Tunica adventicia

Tunica média
A Fibroblastos e colageno

A CMLV, Colageno, AGE's, MMP

¥ Elastina |
| B

Disfungao Endotelial
A Permeabilidade

Endotélio

Figura 1. Esquema ilustrativo dos principais efetores envolvidos na rigidez arterial. Imagem adaptada
de ALVIM et al., 2017

Os vasos sanguineos sao estruturalmente compostos por trés camadas
basicas: Endotélio, formado por células endoteliais, € a camada mais intima dos
vasos e tem a capacidade de liberar ou inibir substincias relacionadas a

inflamagdes locais, coagulagdo sanguinea, agregagdo de plaquetas e outras
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situagbes pertinentes ao sistema vascular, Tunica média, que é uma camada
intermediaria e que esta presente em boa parte das artérias (principalmente as de
maior calibre), a qual é composta por uma grande quantidade de fibras musculares
lisas e colagenas, e também uma pequena porg¢ao de tecido conjuntivo elastico e a
adventicia, que € encontrada apenas nas maiores artérias do organismo e também
pode ser chamada de tunica externa, justamente por ser a camada mais exterior de
todas. Nela € encontrado predominantemente tecido conjuntivo, além de alguns
filetes nervosos e também vasculares, que servem para inervar e irrigar essas

artérias.

Tem sido demonstrado que cerca de 30% a 60% da musculatura lisa vascular
€ composta de colageno e elastina. O colageno é a proteina mais abundante no
organismo dos animais vertebrados. E uma proteina fibrosa, essencial no organismo
dos vertebrados, e sintetizada pelas células do tecido conjuntivo. E o principal
componente de pele, ossos, tenddes, cartilagem, vasos sanguineos e dentes e
responsavel por conferir elasticidade a estes tecidos (ROSS & ROWRELL, 1993;
JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999; ALBERTS et al, 2004; KJAER, 2009
WAGENSEIL et al., 2010).

Dentre os mais de 19 tipos distintos de colageno e 10 proteinas que
apresentam dominios semelhantes ao colageno, tanto em animais como em
humanos, os colagenos tipo | e Il sdo os principais fibrilares encontrados em vasos
(80 e 90%, respectivamente), principalmente em vasos de capacitancia, como a
aorta, o que garante resisténcia e elasticidade para suportar as grandes pressoes
ejetadas pelo coracgéo; e cerca de 10-20% sé&o outros tipos de colageno, tais como
IV, V, VI (KIELTY et al, 1993). Enquanto os primeiros (I e Ill) conferem rigidez ao
vaso, os Uultimos (IV, V e VI) fornecem resisténcia (MUTARA et al., 1986;
FARQUHARSON et al., 1989; PROCKOP et al., 1995; BARNES et al., 1999; JACOB
et al., 2001; XU et al., 2005; VIEIRA-DAMIANI et al., 2012; ZIEMAN et al., 2005).
Segundo estes autores, o colageno do tipo | encontra-se principalmente na camada
intima e adventicia, pouco na média e o colageno tipo Ill fica distribuido
uniformemente entre as camadas, sendo mais expresso na camada média e
adventicia. Por outro lado, a caracteristica das fibras elasticas como a proteina

elastina é especifica ao tecido, ou seja, exerce fungdes especificas em diferentes
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tecidos. Na camada média da aorta e das artérias elasticas, por exemplo, as fibras
de elastina formam lamelas fenestradas as quais sao separadas por camadas de
células da musculatura lisa vascular, conferindo elasticidade e resiliéncia as paredes
dos vasos sanguineos, destacando-se por ser a proteina que se apresenta com
maior deposito na camada intima vascular (PROCKORP et al., 1995; XU et al., 2000;
VIEIRA-DAMIANI et al., 2012; DUCA et al., 2016; ALVIM et al., 2017).

Estes componentes (COL I, COL Ill e Elastina) das camadas dos vasos
apresentam diferentes alteracbes em diversas patologias, tais como aterosclerose
(XU et al., 2000), diabetes (CHEN et al., 2002), dislipidemia, sindrome de Marfan
(ZHANG et al., 2018) e hipertensao arterial (McNULTY et al., 2007; ZIEMAN et al.,
2007; BAKKER et al., 2014), podendo contribuir para o enrijecimento arterial. Neste
sentido, XU et al. (2000) demonstraram que ratos hipertensos apresentam maior
expressao de colageno tipo | na camada intima da aorta, enquanto que elastina ndo
tem aumento significativo. Porém, Neves et al. (1998) relataram a migracéo de
elastina da camada média para intima vascular de mulheres hipertensas
contribuindo assim para a rigidez arterial. Por outro lado, Gay et al. (1976) notaram
que o colageno do tipo Ill € mais suscetivel a efeitos trombogénicos do que
Colageno |. Recentemente, Zhang et al. (2018) observaram um remodelamento
vascular devido ao aumento de colageno em camundongos apos provocar a
disseccdo da aorta por um potente vasoconstritor, a angiotensina |Il, acompanhado
de aumento da presséao arterial sistélica destes animais. Outro fator que pode estar
contribuindo para o desequilibrio nas quantidades de colageno e elastina € o
estresse nutricional durante o periodo gestacional (KHORRAM et al., 2015). Estes
autores investigaram ratas que foram induzidas a estresse nutricional durante o
periodo gestacional, e detectaram aumento dos niveis de corticosterona na
circulagdo sanguinea. As ratas de 3 semanas e 9 meses submetidas ao estresse
nutricional apresentaram aumento nas quantidades de elastina e colageno na artéria
carétida, quando comparados as ratas que receberam um inibidor de sintese de
corticosterona, sugerindo que o grande aumento de depdsito de colageno e elastina
na parede da carétida esteja relacionado a agao dos glicocorticoides. Contudo, os
efeitos de glicocorticoides na artéria aorta e na produgdo ou degradagdo de
proteinas fibrilares e elasticas responsaveis pela complacéncia arterial continuam

obscuros.
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1.2. Dexametasona e Rigidez Arterial

A dexametasona (DEX) € um importante glicocorticoide sintético, amplamente
utilizado na pratica clinica devido a seus efeitos anti-inflamatérios, antialérgicos, etc
(ANTI et al., 2008). No entanto, varios estudos vém demonstrando que seu uso
cronico pode determinar varios efeitos colaterais como perda de peso corporal (PC),
atrofia muscular, resisténcia periférica a insulina, desbalango autonémico para o
coracao, alteracdes no barorreflexo e rarefacdo da microcirculacdo na musculatura
esquelética (MONDO et al., 2006; BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; SIUDA
et al., 2014; MACEDO et al., 2014; KRUG et al., 2016, MACEDO et al., 2016;
HERRERA et al.,, 2016, HERRERA et al., 2017, CONSTANTINO et al., 2017 e
DUCHATSCH et al., 2018). Trabalhos de nosso laboratério demonstraram que o
tratamento cronico com DEX em ratos adultos pode determinar aumento significativo
de pressao arterial (HERRERA et al., 2016, HERRERA et al., 2017, CONSTANTINO
et al., 2017), no entanto, muito pouco se sabe sobre os efeitos da DEX na
complacéncia dos vasos. Poucos sédo os estudos que investigaram o efeito do
tratamento com DEX nos componentes vasculares que determinam o enrijecimento
arterial e seus resultados sao controversos. Neste sentido, Longenecker et al. (1984)
observaram diminuicado da sintese e proliferacdo de proteinas fibrilares, apds a
incubacao de 0,1 uM de DEX por 24h em células musculares da aorta de bovinos.
Ja Leitman et al. (1984) demonstraram aumento das proteinas colageno tipo | e tipo
Ill, caracterizadas fibrilares, na aorta de bovinos (in vitro), apds o tratamento com
DEX. Além disso, quase nada se sabe se as alteragdes vasculares determinadas
pelo tratamento com DEX podem contribuir para o aumento da rigidez arterial e,

consequentemente, da pressao arterial.

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
aplicagao e grande reprodutibilidade (BOUTOUYRIE et al., 2008; HOUCKEN et al.,
2012; CHARAKIDA et al., 2009) e vem sendo frequentemente utilizada nas clinicas
médicas (CUNHA et al.,, 2004; COSTA et al.,, 2013). Um método amplamente
utilizado para analise e registro da VOP em humanos €& o sistema automatico
computadorizado Complior®. Nesta técnica coloca-se o individuo na posi¢géo supina

e sao colocados dois transdutores sensiveis a pressao sobre a pele das partes mais
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proeminentes das artérias, carétida comum direita e femoral direita. O software
permite a medida do intervalo de tempo entre o inicio da onda na carétida e o inicio
da onda femoral, obtendo o dado de velocidade. A medida de distancia (cm) entre os
transdutores é multiplicada pela velocidade gerando a VOP adrtica (PlIZZI et
al.,2006). Outras técnicas utilizadas para medida de VOP sao a ressonancia
magnética e o Doppler, por mapeamento de fluxo sanguineo. Embora se destacam
por serem técnicas eficientes, apresentam alto custo aos pacientes, maior tempo de
andlise e dependem de profissionais altamente capacitados, o que dificulta a
aplicagao de rotina (HOZUMI et at, 1998; GROTHENHUIS et al., 2009).

Recentemente foi langado um novo equipamento capaz de mensurar a VOP
em humanos de uma forma mais rapida, mais pratica e menos desconfortavel,
fazendo com que a obtencdo da medida de VOP ocorra de maneira simples e
eficiente no meio clinico. O novo software, chamado pOpmétri® 1.0, utiliza os
mesmos padrdes das técnicas anteriores, calculando o tempo de transito do fluxo
entre as artérias carotida e femoral. No entanto, para a realizagao desta técnica, o
individuo permanece na posicao sentada e sao colocados dois sensores, um no
dedo indicador da méao direita e outro no dedao do pé direito. Em apenas 20s a
velocidade da onda de pulso pode ser mensurada e sdo obtidas as variaveis tempo
de transito (TT) e velocidade (V) em m/s (ALIVON et al., 2015).

Apesar de extremamente eficientes e amplamente utilizadas atualmente,
estas técnicas ndao permitem uma avaliacdo efetiva dos possiveis mecanismos que
estdo contribuindo para a determinacdo do aumento ou reducdo da VOP. Neste
sentido, o estudo realizado em animais, que permite a retirada dos vasos para
analise, pode facilitar este entendimento e fornecer subsidios para os diferentes
tratamentos observados na clinica, no sentido de evitar ou controlar o enrijecimento
arterial. Varios estudos sdo conduzidos em animais para a avaliagdo de estruturas
dos vasos em diferentes patologias (BUTLIN et al., 2015; DABROWSKA et al.,
2017), no entanto, poucos estudos avaliaram a medida de VOP (funcional) e as

caracteristicas dos vasos (histoldgica e estrutural) no mesmo animal.

Mais recentemente foi comercializado um aparelho de medida de VOP para

animais de pequeno porte (pOpmétri® 1.0), que foi idealizado nos mesmos moldes



20

daquele utilizado em humanos, ou seja, rapido, eficiente e portatil. No entanto, este
equipamento s6 foi validado para humanos (ALIVON et al.,, 2015). Resultados
recentes de nosso laboratério (FABRICIO, 2018) mostraram que a medida de VOP,
obtida em ratos por este equipamento (pOpmétri® 1.0), era diretamente proporcional
as alteragdes na estrutura das artérias aorta, cardtida femoral e renal (area de
secgao transversa da camada média, densidade de colageno presente na camada

média e numero de fibras elasticas) observadas em ratos jovens, adultos e idosos.

Sabe-se que a hipertensao pode alterar a estrutura dos vasos (SAFAR et al.,
1984), bem como as medidas de VOP (TANAKA et al., 2005; CIOLAC et al., 2010;
GUIMARAES et al, 2010; FIGUEROA et al, 2013; WONG et al., 2015;
DABROWSKA et al., 2017) e que o tratamento crénico com DEX pode promover
hipertensao arterial (HERRERA et al., 2016, 2017 e CONSTANTINO et al., 2017), no
entanto, nada se sabe sobre os efeitos da DEX na estrutura dos vasos e se este

tratamento pode alterar sua funcionalidade (VOP).

1.3. Treinamento Fisico e Rigidez Arterial

O treinamento fisico aerdbio (TFA) e o treinamento fisico resistido (TFR), em
contrapartida, sao estratégias nao farmacoldgicas eficazes no tratamento de
doengas como diabetes (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; MACEDO et
al.,2014) e hipertensao (MADDEN et al., 2000; MALACHIAS et al., 2016; HERRERA
et al., 2016, 2017 e CONSTANTINO et al, 2017). Neste sentido, Jord&o et al. (2011)
demonstraram que ratos espontaneamente hipertensos (SHR), submetidos a
sessdes de TFA em esteira, apresentaram reducéo de pressao arterial concomitante
com reducgdes de colageno tipo | e lll, bem como de elastina na artéria aorta, mas
nenhuma medida funcional foi realizada neste estudo. Mais recentemente,
camundongos idosos, quando submetidos ao TFA, apresentaram reducdo de
colageno na matriz extracelular do endotelial da artéria aorta, o que contribuiu para a
diminuicdo da VOP (KOHN et al., 2018). A hipertensédo arterial induzida pelo
tratamento com a DEX também pode ser significativamente atenuada pelo TFA
(HERRERA et al, 2016, 2017 e CONSTANTINO et al, 2017), no entanto, nada se
sabe se este efeito benéfico do treinamento fisico esta associado as alteragbes na

quantidade de colageno e elastina na aorta e/ou com as medidas de VOP.
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Por outro lado, tem sido demonstrado que o TFR de alta intensidade promove
aumento da VOP, quando comparado ao TFA (COLLIER, 2008; COLLIER et al.,
2011; SMITH et al., 2015).

Recentemente, o treinamento fisico combinado (TFC), que contempla
sessdes de TFA e TFR de baixa intensidade, tem sido considerado uma ferramenta
eficaz no controle de fatores de risco de doengas cardiovasculares e recomendado
pelas Sociedades de Hipertensdo (SHAW et al.,, 2009; MANCIA et al., 2013;
SANCHES et al., 2015, VII DBH, 2016). Segundo Cortez-Cooper et al. (2007) o TFC
de moderada a alta intensidade em individuos normotensos de 40 a 80 anos
apresentou aumento do estresse de cisalhamento e diminuicdo da complacéncia.
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; WONG et
a., 2015; SON et al., 2017; FRANCOIS et al., 2017), mas quase nada se sabe sobre
0S mecanismos responsaveis por esta resposta. Se o TFC pode alterar as
quantidades de colageno e elastina na artéria aorta e, desta forma, influenciar a

VOP e PA dos animais tratados com DEX, ainda nao esta claro.
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2. HIPOTESE

O treinamento fisico combinado poderia reduzir a producdo proteica de
colageno e elastina na artéria aorta e contribuir para atenuar o aumento da rigidez

arterial e PA de ratos tratados com DEX.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi verificar os efeitos do treinamento fisico
combinado (treinamento aerdbio + treinamento resistido) na rigidez arterial e pressao

arterial de ratos tratados com dexametasona.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Verificar os efeitos do tratamento com DEX sobre a rigidez arterial e PA, bem
como sobre a producgao proteica de colageno e elastina na artéria aorta de
ratos.

3.2.2. Analisar efeitos do treinamento fisico combinado sobre a rigidez arterial e PA,
bem como sobre a produgao proteica de colageno e elastina na artéria aorta
de ratos tratados ou ndo com DEX.

3.2.3. Verificar se os resultados de VOP se correlacionam com os valores de PA dos

animais tratados ou ndo com DEX, sedentarios ou treinados.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos conduzidos para esta pesquisa estavam de acordo
com as normas ditadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias da Unesp, Campus de Bauru (Protocolo
#777/2017). Foram utilizados 37 ratos Wistar, provenientes do Centro de Pesquisa e
Producao de Animais da Unesp de Botucatu (200-250g). Os animais foram mantidos
em gaiolas coletivas no biotério da Faculdade de Ciéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Unesp, Campus de Bauru, com ciclo claro-escuro
de 12:12 horas, temperatura controlada (22 + 2° C) e fornecimento de ragéo e agua
ad libitum. Os ratos foram pesados semanalmente durante o protocolo de

treinamento e diariamente durante o tratamento com DEX.

74 dias de Treinamento Fisico Combinado a 60% da Capacidade Fisica Maxima
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Figura 2. Linha de tempo do protocolo experimental. PC = Peso Corporal, PA = Pressao caudal, TCM
= Teste de Carregamento Maximo, TEM = Teste de Esforco Maximo, VOP = Velocidade de Onda de
Pulso.
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4.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apds a andlise de capacidade fisica maxima em ambos os ergbmetros e
medida do PC, os animais foram distribuidos homogeneamente em 4 grupos:

Grupo 1: Sedentario Controle (SC, n=8): composto por animais que permaneceram
sedentarios durante todo o protocolo experimental (74 dias) e foram tratados com

solugdo salina nos ultimos 14 dias (salina, mesmo volume que a DEX s.c.).

Grupo 2: Sedentario Tratado com Dexametasona (SD, n=9): composto por animais
que permaneceram sedentarios durante todo o protocolo experimental (74 dias) e

foram tratados com DEX nos tltimos 14 dias (Decadron®, de 50ug/kg, s.c.).

Grupo 3: Treinado Controle (TC, n=10): composto por animais que realizaram o
treinamento fisico combinado durante todo o protocolo experimental (74 dias) e
foram tratados com solugéo salina nos ultimos 14 dias (salina, mesmo volume que a
DEX, s.c.).

Grupo 4: Treinado Tratado com Dexametasona (TD, n=10): composto por animais
que realizaram o treinamento fisico combinado durante todo o protocolo
experimental (74 dias) e foram tratados com DEX nos ultimos 14 dias (Decadron®,
de 50ug/kg, s.c.).

Os animais treinados e tratados com DEX continuaram treinando
concomitante com o tratamento. Os animais sedentarios passaram pelas mesmas
avaliagcbes que os grupos treinados, sendo adaptados ao treinamento a cada 15

dias, para que a capacidade de execugao dos testes nao fosse perdida,

O TFC foi a jungcdo dos TFR+TFA, os quais foram realizados em dias
alternados. O TFC foi realizado durante 8 semanas, 5 dias por semana, como
previamente publicado (SALE et al., 1990; SANCHES et al., 2015).



26

4.2. TESTE DE CARREGAMENTO MAXIMO NA ESCADA

Os animais foram adaptados ao ato de escalar por 5 dias em uma escada
contendo 54 degraus de ferro, dispostos a cada 2 cm, com 110 cm de altura e 80° de
inclinacao, a qual foi validada para uso com animais por Hornberger e Farrar (2004).
Contudo, ao atingirem o topo da escada (caixa com 20 x 20 x 20 cm), era-lhes
permitido um intervalo de 2 minutos de descanso para realizarem a proxima subida.
Todos os ratos completaram 3 subidas consecutivas durante o periodo de

adaptacéo.

Apds a ultima sessdo de adaptacdo, deu-se inicio ao 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). Ap6s o descanso por 2 minutos, repetiram-se
sucessivamente as subidas, com incremento de 30 gramas a cada tentativa. Foi
considerada a carga maxima dos ratos quando os mesmos nado efetuavam a
escalada completa, mesmo apds trés estimulos manuais em sua cauda. O teste de
carregamento maximo foi realizado no inicio (TCM-1), na 4% semana (TCM-2, para
ajuste das cargas e manutengao da intensidade), na 8% semana de treinamento,
imediatamente antes do tratamento farmacoldgico (TCM-3, para ajuste das cargas e
manutencdo da intensidade) e ao final dos 14 dias de tratamento com DEX (TCM-4).
A unica diferenga nestes momentos foi o incremento de carga entre as subidas: 30g
(TCM-1), 50g (TCM-2) e 100g (TCM-3 e TCM-4). Os animais sedentarios foram
readaptados a 15 dias e realizaram os TCM nos mesmos momentos que o0s

treinados.

4.3. PROTOCOLO DE TREINAMENTO RESISTIDO (TFR)

Apds o TCM-1, o TFR consistiu em 2 a 3 sessbes por semana, alternando
com treinamento fisico aerébio (TFA), num total de 74 dias. Este protocolo foi
adaptado de Sanches et al. (2014) e Macedo et al. (2014) e foi realizado da seguinte
forma: Os animais iniciavam a escalada com o peso corporal (aguecimento) e, apos
a pausa de 1 minuto no cume da escada, era fixado um peso na cauda do animal
correspondente a 40% do TCM-1. Durante as quatro semanas iniciais a intensidade

foi aumentada progressivamente de 40 a 60% do TCM-1, possibilitando que os
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animais iniciassem a quarta semana treinando a 60% da carga maxima. Os ratos
iniciaram o treinamento realizando nove subidas que foram, posteriormente,
aumentadas gradativamente para 20 subidas. A partir da quinta semana, a
intensidade do carregamento foi mantida a 60% da carga maxima, determinada pelo
TCM-2. Da 5° a 8° semana, os ratos realizaram em torno de 14 e 20 subidas. O TFR
foi realizado em dias alternados, juntamente com o TFA, ou seja, as sessdes
semanais variavam de 2 a 3 vezes. Apos a oitava semana, foi realizado o TCM-3.
Durante os quatorzes dias de tratamento farmacoldgico, repetiu-se o formato de
treino da 72 e 82 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 possivel
verificar o efeito do treinamento resistido e algum possivel efeito da DEX na

capacidade de carregamento maximo dos animais.

4.4. TESTE DE ESFORGO MAXIMO NA ESTEIRA (TEM)

Os animais também foram submetidos a um periodo de 5 dias de adaptagao a
esteira, modificada para ratos, que possui 10 raias suspensas de ferro (Inbramed,
Millennium). Apds a adaptacédo, todos os ratos realizaram o teste de esforgo maximo
(TEM-1), utilizando um protocolo previamente publicado que preconiza aumentos de
0,3 km/h a cada 3 minutos até a exaustao, ou seja, 0 momento em que 0s animais
nao conseguiam mais correr sozinhos (BAREL et al., 2010). Posteriormente, os ratos
foram reavaliados na 42 (TEM-2), 8 (TEM-3) semanas e apos os 14 dias de
tratamento farmacolégico (TEM-4), para reajuste das velocidades e manutengéo da
intensidade proposta de 60% até o final do protocolo e, para avaliagdo da
capacidade fisica no final do protocolo. Os animais sedentarios foram readaptados a
cada 15 dias na esteira e realizaram os testes maximos nos mesmos periodos que

os treinados.

4.5. PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO AEROBIO (TFA)

Apos o TEM-1 os ratos iniciaram 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 os animais realizaram o protocolo experimental com

velocidade correspondendo a 50% do TCM-1, progredindo, a partir da 2% semana de



28

treinamento, para 60% do TEM-1. Os testes maximos foram repetidos apés 42 e 82
semanas (TEM-2 e TEM-3, respectivamente) para reajuste da velocidade e

manutencdo da intensidade do treinamento (HERRERA et al., 2016).

4.6. ANALISE DA RIGIDEZ ARTERIAL

As analises 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 ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 10
mg/Kg), CEVA e DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 50 mg/Kg), VETBRANDS do
Brasil (na propor¢ao de 1:1, 0,1mg/100g de peso corporal) e posicionados em
decubito ventral sobre o ber¢go aquecedor (45°C, Bonther®, Ribeirdao Preto, SP) por
5 minutos, com um dos sensores posicionado no membro toracico € o outro no
membro pélvico dos animais. Apds a colocacdo dos sensores, o aparelho foi
calibrado, de acordo com a medida da distancia (em centimetros) entre os dois
sensores. A medida da VOP foi realizada pelo software popmétre® 1.0
(AxelifeSAS,France, TousDroits reserves®, Axelife SAS 2013). Foram coletadas 10
medidas por rato. A diferengca da base da onda de fluxo do membro toracico e a
base da onda de fluxo do membro pélvico foram calculadas e representadas em m/s.
Somado a estas analises, foi aplicado a analise de fidedignidade como previamente
realizado por (FABRICIO, 2018).

4.7. AVALIAGAO DA PRESSAO ARTERIAL CAUDAL

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de 15 dias (5 a 10
minutos/dia) contidos dentro do cilindro de acrilico, que continha fenestras que
possibilitavam a ventilagdo para uma boa respiracdo. Apos o periodo de adaptacao
foi realizada a medida da PA, pela técnica de pletismografia de cauda, utilizando o
equipamento de pressao caudal (Pressure Meter LE5001; Panlab, S.L., Barcelona,
Spain). Apds breve vasodilatagao da artéria caudal por aquecimento, 0 manguito era
acionado e insuflado a 300 mmHg, até o desaparecimento do pulso da artéria,
detectado pelo transdutor de pressdao. Durante sua desinsuflacdo era possivel
detectar o0 momento em que o pulso reaparecia. A pressao neste momento foi

anotada como PA de cauda. Foram anotadas cerca de 5-10 coletas por rato, no
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periodo das 9 as 11 horas da manha, sempre antes do horario de treinamento fisico
dos animais. A medida de PA foi realizada no inicio, apds 8 semanas, e no final do

protocolo experimental, em todos os ratos.
4.8. RETIRADA DA ARTERIA AORTA

Apés o protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por
sobrecarga de anestésico ANASEDAN® (10 ml de cloridrato de xilasina) e
DOPALEN® (50 ml de cloridrato de quetamina), VETBRANDS do Brasil (1mg/kg de
peso corporal). Apds eutanasia, a artéria aorta foi retirada, limpa e imediatamente
submersa em nitrogénio liquido para o imediato congelamento e armazenamento em

freezer -80° C para futuras analises de producgao proteica.
4.9. PROTOCOLO DE DOSAGEM DE PROTEINAS

Os tecidos coletados foram homogeneizados com a utilizagdo do gral e
macerado com o pestilho, sempre submersos em nitrogénio liquido. Posteriormente
foi coletado o tecido macerado, depositando-o em tubos com solugdo tampao RIPA
(Cell Signaling) que continha: 0,5 de Tris Base, pH 7,4, 1,5M de NaCl, 2,5% de acido
deoxicolo, 10% de NP-40, 10mM de EDTA. A este tampao foi adicionado um
coquetel de inibidores de proteases (0,1%, PIC, Sigma Aldrich). Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 4°C com ciclo de 25200 g por 10 minutos. As amostras
centrifugadas foram armazenadas no freezer a 80° C até o momento da utilizagao.
Para o procedimento de dosagem de proteinas, foi utilizado o kit comercial (Bio-Rad
Kit, Protein Assay Standart Il, Hercules, CA) de acordo com as determinacdes
sugeridas pelo kit, como previamente publicado (MACEDO et al, 2014). As amostras
foram analisadas e os valores de absorbancia foram fornecidos pelo leitor de placas
(BMG labtech, Spectro Star Nano). Apos a dosagem da concentragao de proteinas,
as amostras foram estocadas a -20° C e utilizadas para os experimentos de

Western Blotting.
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4.10. PROCEDIMENTOS DE ANALISE DA PRODUGAO PROTEICA

As proteinas foram separadas eletroforeticamente por tamanho pelo sistema
de gel de poliacrilamida (AMARAL et al., 2001; MACEDO et al., 2014; KRUG et al.,
2016), 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 (40ug) 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 processo de corrida e separagado das proteinas por
tamanho ocorreu por 120 minutos a uma voltagem de 200V. O marcador de peso
molecular foi simultaneamente utilizado durante o procedimento. As proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose com aplicagdo 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 colocada em
cada coluna foi conferida por meio da coloracdo com Ponceau. As membranas
foram lavadas em solugéo de Tris 1M, NaCl 5M, Tween 20 (TBS-T), bloqueadas em
solugéo de 5% de albumina sérica bovina (BSA) por 20 minutos, utilizando o sistema
SNAP 1.D. (Merck-Millipore, Darmstadt, Alemanha), como previamente publicado
(MACEDO et al., 2014; KRUG et al.,2016; HERRERA et al., 2016). Ap6s bloqueio,
as membranas foram lavadas 1 vez por 2 minutos em TBS-T e incubadas por 10
minutos em seu respectivo anticorpo primario com diluicido apropriada para
proteinas em 1% de BSA: colageno | (COL1A1 Antibody, Cell Signaling #84336,
1:800), colageno Il (Anti-Collagen Type lll, clone I|E7-D7, Merck-Millipore
#MAB3392, 1:800) e elastina (ELN Rabbit Polyclonal antibody, Proteintech #15257-
1-AP; 1:1000,). 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 | e
elastina, respectivamente). Os valores obtidos foram normalizados pela quantidade
de Glyceraldehyde — 3 — Phosphate Dehydrogenase (GAPDH FL - 335, Santa Cruz
#sc-25778, 1:800) e apresentados como % das unidades arbitrarias do grupo
controle. Posteriormente, os anticorpos foram detectados por reacao quimica com a
utilizagcao de quimiluminescéncia aumentada (WESTAR NOVA 2.0 ®, Bologna, Italia
#XLS071,0250), e as membranas foram expostas a filme de radiografia. As bandas
foram analisadas pelo programa computacional (Scion Image, Corporation, 0.4.0.2)

as quais foram normalizadas pelo grupo controle.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média £ erro padrédo da média (EPM).
Para as amostras com distribuicao normal foram utilizados testes paramétricos
(ANOVA ou teste t Student) e as amostras com distribuigdo anormal foram ajustadas
pelo programa Sigma Stat para se adequar aos parametros de normalidade. A
analise de poténcia post hoc foi realizada via G* Power (versédo 3.1.9.2; Disseldorf,
Alemanha) usando o tamanho da amostra juntamente com as médias e desvios
padrdo encontrados em cada grupo. Foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson
para analises paramétricas e correlagdo de Spearman para analises nao
paramétricas, usadas para associar parametros funcionais e densitométricos de
producao proteica. As amostras que apresentaram diferengas significativas foram

analisadas pelo post-hoc de Tukey (p<0,05).
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6. RESULTADOS

Os resultados de PC e massa das glandulas adrenais estado ilustrados na
Tabela 1 e demonstram que os valores de PC e adrenais estavam significativamente
menores nos grupos tratados com a DEX, quando comparados aos controles,

independente do treinamento.

Tabela 1. Valores de peso corporal (PC) e massa das glandulas adrenais nos quatro
grupos analisados.

VARIAVEIS SC(N=8) SD(N=9)  TC(N=10)  TD (N=10)
PC (g) Inicial 24838+58 267,78+1221 26120+830 24470 +7,59
PC (g) Final 371,13+57  332,11+145*  374,+11,24 301,50 + 10,41*
TiBIA (cm) 4,0+0,03 4,1+0,05 4,0 £0,02 4,1+0,06
ADRENAL/TIBIA (mg/cm) 7,4 £0,28 4,1+0,16* 8,4+0,34 3,7 +0,47*

PC: peso corporal, SC: Sedentario controle; SD: Sedentario tratado com DEX; TC: Treinado controle
e TD: Treinado tratado com DEX. Significancia: * vs controle, p<0,05.

A Figura 3 (painel superior) ilustra os resultados dos testes de carregamento
maximo (cargas absolutas) realizados durante o periodo de treinamento resistido
Pode-se observar que todos os animais iniciaram o protocolo experimental com
valores semelhantes de carregamento de peso (293, 87 + 16,5 g, 275,77 + 11,67 g,
288,80 + 14,14 e 288,10 +16, 81g, para SC, SD, TC e TD, respectivamente) e o TFC
determinou aumento significativo de TCM, independente do tratamento com a DEX.
O painel inferior esquerdo da Figura 3 demonstra o delta de peso carregado no TCM
realizado apés o TFC, a 60% da capacidade fisica maxima nos animais treinados e
sedentarios agrupados (515,55 + 35,63 g 34547 + 35,63 g, para treinados e
sedentarios, respectivamente, tamanho de efeito 5,26 e poder do teste 100%). Pode-
se observar que o grupo treinado aumentou significativamente a carga carregada no
TCM, quando comparado ao sedentario. O painel inferior direito ilustra os resultados
de TCM apés o tratamento com a DEX. Houve interagédo entre os ratos treinados e
sedentarios (p<0,001), mas nao houve efeito significativo do tratamento (p=0,069).
Portanto, a comparacéo entre todos os grupos mostrou que o tratamento com a DEX

nao interferiu nas respostas de TCM entre os grupos (32,25 + 47 g; 63,5 + 33 g;
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212,11 + 33 g e 266,10 + 38 g, para SC, SD, TC e TD, respectivamente). Pode-se
observar ainda na Figura 3 que o TFC promoveu aumento significativo da carga
absoluta de carregamento no periodo do tratamento (TCM-4 — TCM-3) nos grupos
TC e TD, quando comparados aos respectivos controles SC e SD (tamanho do
efeito 4,40 e forca do teste 100%, TC versus SC e Efeito 5,71 e Forca 100% TD
versus SD).
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Figura 3. Painel superior: Resultados dos testes de carregamento maximo (TCM) realizados na
escada durante o protocolo experimental, nas quatro avaliagdes (TCM-1, TCM-2, TCM-3 e TCM-4).
Painel inferior esquerdo: Variagdo do peso carregado entre o TCM-3 e TCM-1 nos animais
treinados (n = 20) e sedentarios (n = 17), analisados pelo teste t-Student. Painel inferior direito:
Variagdo do peso carregado entre o TCM-4 e TCM-3 em todos os grupos avaliados, sedentario
controle (SC, n= 8), sedentario e tratado com DEX (SD, n= 9), treinado controle (TC, n= 10) e treinado
e tratado com DEX (TD, n= 10). SignificAncia: a: efeito do treinamento,* vs controle e + vs
sedentarios, p<0,05.

Os resultados dos TCM normalizados pelo PC estao representados na Figura
4 (valores relativos). Pode-se observar no painel superior que todos os grupos de
animais avaliados iniciaram o protocolo experimental carregando pesos semelhantes
(1636,8 + 112,5 g/kg, 1434,2 + 103,3 g/kg, 1434,12 + 69,13 g/kg e 1497,41 + 74,26
g/kg, para SC, SD, TC e TD, respectivamente no TCM-1, e estes resultados n&o
apresentaram interagcdo entre os grupos). No painel inferior esquerdo da Figura 4
pode-se observar que, durante o periodo de 8 semanas de TFC, houve um aumento

significativo na forga relativa de carregamento maximo dos grupos TC e TD, ambos
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chegando no TCM-3 com valores de 2378,73 £ 169,78 g/kg e 2322,84 + 158,68 g/kg,
respectivamente (tamanho de feito 2,11 e poder do teste 99%). O delta entre o TCM-
4 e o TCM-3 (painel inferior direito) demonstrou que n&o houve diferenca
significativa no TCM entre os animais SC e SD apds o periodo de tratamento com
DEX. No entanto, os grupos TC e TD exibiram aumento significativo na carga
relativa carregada quando comparado aos grupos SC e SD 416, 77 + 105,93 g/kg e
905 + 87 g/kg para TC e TD e 26,42 + 144,86 g/kg e 345, 34 + 92 g/kg, para SC e
SD, respectivamente (tamanho do efeito 3,07 e for¢ca do teste 99% para TC versus
SC e tamanho do efeito 5.35 e forga do teste 100% para TD versus SD). Nota-se
ainda (painel inferior direito) que o grupo TD exibiu aumento significativo na carga
relativa carregada quando comparado ao grupo TC (905 + 87 g/kg e 416, 77 +
105,93 g/kg, respectivamente, tamanho do efeito 3,56 e forca do teste 100% de TD

versus TC).
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Figura 4. Painel superior: Resultados dos testes de carregamento maximo relativo (g/kg) realizados
na escada durante o protocolo experimental, nas quatro avaliagdes (TCM-1, TCM-2, TCM-3 e TCM-
4). Painel inferior esquerdo: Variacdo do peso carregado entre o TCM-3 e TCM-1 nos animais
treinados (n= 20) e sedentarios (n= 17), analisados pelo teste t-Student. Painel inferior direito:
Variagdo do peso carregado entre o TCM-4 e TCM-3, em todos os grupos avaliados, sedentario
controle (SC, n= 8), sedentario e tratado com DEX (SD, n= 9), treinado controle (TC, n= 10) e treinado
e tratado com DEX (TD, n= 10). Significancia: a: efeito do treinamento; b: efeito do tratamento,* vs
controle e + vs sedentarios, p<0,05.
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A Figura 5 apresenta os resultados de TEM no inicio do protocolo de TFC.
Pode-se observar que todos os animais apresentaram valores semelhantes de
tempo do teste no inicio do protocolo experimental (634,25 + 74,99 s, 693,67 *
103,43 s, 728,90 + 64,77 s e 771,70 = 53,75 s, para os grupos SC, SD, TC e TD,
respectivamente). Do inicio ao final do protocolo experimental houve efeito
significativo do TF, como pode ser observado na Figura 5, painel superior. Apés 8
semanas de TFC, o grupo treinado apresentou um aumento significativo (de 750,30
1 39,33 s, para 1008,80 + 53,59s, tamanho do efeito 6,01 e poder do teste 100%) no
tempo maximo na esteira, enquanto que os animais que permaneceram sedentarios

nao apresentaram diferenca significativa no final do protocolo experimental.
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Figura 5. Painel superior: Resultados de teste de esforgo maximo (TEM, em segundos) realizado na
esteira durante o protocolo experimental nas 4 avaliagbes (TEM-1, TEM-2, TEM-3 e TEM-4) e nos 4
grupos avaliados: sedentario controle (SC, n= 8), sedentario e tratado com DEX (SD, n= 9), treinado
controle (TC, n= 10) e treinado e tratado com DEX (TD, n= 10). Painel inferior esquerdo: Variagéo
do tempo (em segundos) entre TEM-3 e TEM-1 nos dos animais treinados (n= 20) e sedentarios (n=
17), analisados pelo teste t-Student. Painel inferior direito: Variacdo tempo (em segundos) entre
TEM-4 e TEM-3 em todos os grupos analisados. Significancia: a: efeito do treinamento; + vs
sedentario, p<0,05.
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Na Figura 6, sdo apresentados os valores da PA caudal dos animais durante o
protocolo experimental. Todos os ratos apresentaram valores iniciais semelhantes
de PA caudal (116 £ 2 mmHg ;116 £ 2 mmHg; 125 £ 5 mmHg e 121 + 5 mmHg, para
SC, SD, TC e TD, respectivamente).
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Figura 6. Resultados de Presséo Arterial (PA) de cauda durante o protocolo experimental de TFC,
nas 5 avaliagdes (inicial, 82 semana, 5° dia de tratamento, 12° dia de tratamento e no ultimo dia de
tratamento) nos 4 grupos analisados: sedentario controle (SC, n= 8), sedentario tratado DEX (SD, n=
9), treinado controle (TC, n= 10) e treinado tratado DEX (TD, n= 10). Significancia: a: efeito do
treinamento; b: efeito do tratamento. p<0,05.

Pode-se observar na Figura 7 que durante o periodo de TFC, sem tratamento
farmacoldgico, a PA nao foi alterada significativamente. O tratamento com a DEX
determinou aumento significativo nos animais sedentéarios e treinados, como pode
ser observado na Figura 7, no entanto, ao final dos 14 dias de tratamento com a
DEX os animais treinados apresentaram valores de PA (139 £ 2 mmHg, tamanho do
efeito 1,38 e forgca do teste 83%) significativamente menores que os sedentarios
(181 £ 2 mmHg, tamanho do efeito 6,48 e poder do teste 100%), como demonstrado
na Figura 7. Os grupos controles, SC e TC apresentaram valores semelhantes de

PA caudal ao final do protocolo experimental, como observado na Figura 7.
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Figura 7. Valores basais Pressao Arterial (PA) de cauda ao final do protocolo experimental (TFC +
tratamento com DEX), nos 4 grupos analisados: sedentario controle (SC, n= 8), sedentario tratado
DEX(SD, n= 9), treinado controle(TC, n= 10) e treinado tratado DEX (TD, n= 10). Significancia: * vs
controles, + vs sedentarios. p<0,05.

Os valores de VOP sao apresentados na Figura 8. No painel superior, sao
apresentadas as 3 analises dos animais durante o protocolo experimental. No painel
esquerdo inferior pode-se observar que o TFC nao alterou significativamente a VOP
dos animais sedentarios ou treinados (1,7 £ 0,04 e 1,5 £ 0,05 m/s, para sedentéarios
e treinados, respectivamente). Como observado no painel direito inferior, a DEX
induziu o aumento significativo da VOP no grupo SD (2,1 £ 0,09 m/s, Tamanho do
efeito 6 e forga do teste 100 %), quando comparado ao grupo SC (1,5 £0,05 m/s).
Aumento este que foi significativamente menor para o grupo TD (1,6 £ 0,04 m/s,

Tamanho do efeito 1 e forga do teste 56%).
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Figura 8. Painel superior: Resultados de velocidade de onda de pulso (VOP) durante o protocolo
experimental de TFC, nas 3 avaliagdes (inicial, inicio e final do tratamento farmacolégico) nos 4
grupos analisados: sedentario controle (SC, n= 8), sedentario tratado DEX (SD, n= 9), treinado
controle (TC, n= 10) e treinado tratado DEX (TD, n= 10). Painel inferior esquerdo: Valores de
velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) antes do tratamento com a DEX, para sedentarios (N=17) e
treinados (N=20), analisados pelo teste t-Student. Painel inferior direito: Valores ao final do
tratamento com DEX (Painel direito) nos 4 grupos analisados. Significancia: a: efeito do treinamento;
b: efeito do tratamento e *vs controles, +vs sedentarios. p<0,05.
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A Figura 9 ilustra os resultados da analise densitométrica das proteinas

Colageno | (COL I, painel esquerdo) e Colageno Il (COL lll, painel direito) e, na

Figura 10, a razdo entre as duas proteinas (COL I/COL lll) na artéria aorta. Observa-

se que nem o tratamento, nem o TFC, alteraram significativamente a produgao

proteica de COL | na aorta dos animais. Inversamente, o COL Ill aumentou

significativamente no grupo SD (+51,62%, tamanho do efeito 1,18 e forca do teste

58%) e o TFC atenuou este aumento no grupo TD (+4,31%, tamanho do efeito 0,26

e poder do teste 8%) quando comparado ao grupo SC. Ja a razéo entre as duas

proteinas COL I/COL lll, estava menor no grupo SD (-53,35%, tamanho do efeito

1,38 e poder do teste 58%) quando comparado ao grupo SC.
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Figura 9. Andlise densitométrica da produgéo proteica de colageno | (esquerda) e lll (direita), bem
como os blots representativos de cada grupo em todos os grupos analisados: Sedentario controle
(SC, N=7), sedentario tratado com DEX (SD, N=9), treinado controle (TC, N=10) e treinado tratado
com DEX(TD, N=8). Significancia: *vs controles, +vs sedentarios. p<0,05.
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Figura 10. Andlise densitométrica proteica da razdo entre os colagenos | e Ill, bem como os blots
representativos de cada grupo em todos os grupos analisados: Sedentario controle (SC, N=7),
sedentario tratado com DEX (SD, N=9), treinado controle (TC, N=10) e treinado tratado com DEX(TD,

N=8). Significancia: *vs controles. p<0,05.
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A Figura 11 ilustra os resultados da analise densitométrica da proteina

Elastina (ELN) na artéria aorta. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 11. Analise densitométrica proteica da produgdo de Elastina (ELN), bem como os blots
representativos de cada grupo, em todos os grupos analisados: Sedentario controle (SC, N=5),
sedentério tratado com DEX (SD, N=5), treinado controle (TC, N=5) e treinado tratado com DEX (TD,
N=5). Significancia: p<0,05.

Na Figura 12 pode se observar os resultados de correlagdo entre
densitometria proteica de colageno tipo | e Ill com a VOP. Nao foi observada
nenhuma correlacdo entre COL | e VOP (painel esquerdo, r=-0,03934), por outro

lado, foi observada uma correlagao positiva significativa entre as analises de COL Il
e VOP (painel direito, r=0,4567).
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Figura 12. Correlacao entre andlises de densitometria proteica de colageno | (COL |, painel
esquerdo) e Il (COL Ill, Spearman, r = 0,4567, painel direito) e velocidade de onda de pulso (VOP).
Significancia: a:** p<0,01.
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A Figura 13 ilustra a analise de correlacdo da produgdo proteica da Elastina
(ELN) com VOP (painel esquerdo) e da razdao COL I/COL Il com VOP (painel
direito). Pode-se observar que nao houve correlagao entre estas variaveis.
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Figura 13. Painel esquerdo: Correlagdo entre a razdo de colageno | (COL I/COL Ill) e a velocidade
de onda de pulso (VOP), r= - 0,2351 em todos os grupos. Painel direito: Correlagdo entre a
densitometria proteica da Elastina (ELN) e a velocidade da onda de pulso (VOP, Pearson, r = 0,3017).

Por fim, a Figura 14 demonstra que houve uma correlagdo positiva

significativa entre os valores de VOP e PA caudal (r = 0,6714).
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Figura 14. Correlagéo entre a velocidade da onda de pulso (VOP) e a pressao arterial (PA) caudal,
(Spearman, r=0,6714) em todos os grupos. Significancia: a:*** p<0,0001.



41

7. DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo foram que o tratamento crénico
com DEX promoveu aumento da producdo de COL Illl na artéria aorta, que foi
associado com aumento na VOP e pressdao caudal destes animais. Em
contrapartida, os resultados demonstram, pela primeira vez, que o TFC foi capaz de
atenuar este aumento de COL lll e, consequentemente, mitigar o aumento de PA
induzido pela DEX.

Estudos conduzidos em nosso laboratério e outros vém demonstrando que o
tratamento crénico com DEX, independente da dosagem, promove diminuicdo do
peso corporal, seja por atrofia da musculatura esquelética ou reducao da ingestao
alimentar e, que nem o TFA nem TFR nao foram capazes de atenuar este efeito
(SEVERINO et al., 2002; BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; MACEDO et al.,
2014; SIUDA et al, 2014; KRUG et al., 2016; HERRERA et al, 2016;
CONSTANTINO et al., 2017; DUCHATSCH et al., 2018). Entretanto, nada se sabia
sobre os efeitos do TFC na reducao do peso corporal induzida pelo tratamento com
DEX. Os resultados do presente estudo demonstram que o TFC, da mesma forma,
nao foi capaz de atenuar a reducado de PC induzida pela DEX. No entanto, nao foi
objetivo do presente estudo a investigagdo dos mecanismos envolvidos na redugao
do PC.

O aumento da pressao arterial em ratos submetidos ao tratamento crénico com
DEX vem sendo observado frequentemente na literatura e pelos estudos conduzidos
em nosso laboratério (MONDO et al., 2006; SIUDA et al., 2014; HERRERA et
al.,2016; HERRERA et al., 2017; CONSTANTINO et al., 2017) e, em contrapartida, o
pré-condicionamento fisico aerdbio tem sido eficaz em atenuar significativamente
este aumento (HERRERA et al., 2016; HERRERA et al., 2017; CONSTANTINO et
al., 2017). O exercicio fisico regular vem sendo recomendado como coadjuvante no
controle e tratamento da hipertensdo arterial, tanto primaria como secundaria.
Segundo a 72 Diretriz Brasileira de Hipertensdo (2016), TFR (40% de intensidade)
pode ser recomendado como complemento do TFA, uma vez que o TFR atenua a
atrofia muscular (KRUG et al., 2016), previne sarcopenia (HURLEY et al., 2000;
LENK et al., 2010) e promove beneficios osteomioarticulares que ndo sédo obtidos
pelo TFA (GIANNI & PROTAS, 1993; GUALANO et al., 2010). O TFA, por sua vez,

tem sido eficiente em promover melhoras para o sistema cardiovascular e enddcrino,
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atenua o desequilibrio do sistema autonémico para o coracao, melhora sensibilidade
do barorreflexo, aumenta da densidade proteica de VEGF na musculatura
esquelética e cardiaca, reduz a resisténcia vascular periférica, diminui o estresse
oxidativo e regula a acdo do sistema renina-angiotensina (AMARAL et al., 2011;
FERNANDES et al., 2012; MASSON et al., 2014; CONSTANTINO et al., 2017;
HERRERA et al., 2016; HERRERA et al., 2017). Contudo, pouco se sabia sobre os
efeitos do TFC na pressao arterial de ratos submetidos ao tratamento com DEX,
tampouco sobre os efeitos do TFC na estrutura e funcionalidade das artérias, mais
especificamente da artéria aorta.

Diante disto, este presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do TFC na
rigidez arterial e PA dos animais tratados com DEX e entender seus mecanismos. A
efetividade do TFC, a 60% da capacidade fisica maxima, foi comprovada pelo
aumento significativo da capacidade de carregamento maximo de peso na escada e
na capacidade maxima de esforco na esteira. Da mesma forma, a efetividade do
tratamento farmacoldogico com DEX foi confirmada pela redugdo significativa de
massa das glandulas adrenais.

Os resultados do presente estudo revelaram pela primeira vez que o
tratamento crénico com DEX determinou aumento significativo de 38% na VOP, que
foi positivamente correlacionada com o aumento de PA caudal destes animais
(r=0,6714). Com o intuito de se entender os mecanismos que poderiam estar
envolvidos no aumento da rigidez arterial destes animais, a aorta foi retirada e
preparada para analise de quantidade proteica de COL |, COL IlI e elastina.

A aorta é uma artéria elastica composta por trés tunicas: a intima, a médio e a
adventicia, como explicado anteriormente para outros vasos. A camada interna ou
intima consiste de uma unica camada de células endoteliais sobre uma lamina basal
ou lamina elastica interna que separa a intima da média. A camada média das
artérias elasticas possui importante fungdo na manutencao da arquitetura da parede
vascular, em resposta a deformagao causada pela onda de pulso determinada pela
sistole cardiaca. Ela é interposta entre fibras e lamelas elasticas, fibras colagenas, e
componentes da matriz extracelular tais como: proteoglicanos e glicoproteinas
estruturais. 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).
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As fibras elasticas e colagenas sé&o os principais constituintes da camada
média. As primeiras conferem a elasticidade necessaria para que os vasos suportem
o volume sistdlico, ja as fibras colagenas fornecem resisténcia aos tecidos (ROSS &
ROWRELL, 1993; KIELTLY et al., 1993; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999;
ALBERTS et al., 2004; WAGENSEIL et al., 2010). Juntos, estes dois componentes
contribuem para a estabilidade do vaso. Segundo alguns autores (McNULTY et al.,
2006; McNULTY et al., 2007; ATANASOVA et al., 2012), quaisquer alteragdes na
sintese ou degradacéo destas proteinas pode afetar diretamente na complacéncia
arterial. Neste sentido, as metaloproteinases (familia de endopetidases produzidas
por leucdcitos e células musculares lisas na parede da aorta) tém como funcao a
degradacdo da elastina, do colageno e das outras proteinas relacionadas a
integridade da parede da aorta (RENSE et al.,, 2007; HARVEY et al.,, 2016). O
desbalango entre as metaloproteinases e seus inibidores enddgenos também
contribuem para a degradacido da matriz extracelular da camada média, resultando
em perda da integridade estrutural e, consequentemente, causando prejuizo em sua
funcionalidade, medida pela analise da VOP.

Tem sido demonstrado que a artéria aorta apresenta em sua composicao
diversos tipos de colageno e, neste sentido, o colageno do tipo | estaria mais
presente, cerca de 70 a 75%, sendo seguido pelo colageno tipo Ill, o qual chega a
30% (LEITMAN et al., 1984; MUTARA et al., 1986; PROCKOP et al, 1995;
WAGENSEIL et al., 2010).

Neste sentido Clerc et al. (1999) demonstraram que a rigidez da aorta de ratos
idosos normotensos e ratos geneticamente hipertensos pode ser influenciada nao
apenas pela propria hipertensdo, mas também pela maior densidade de colageno
tipo Ill, porém, ndo por colageno do tipo |, contribuindo para a diminuicdo da
complacéncia e distensibilidade. Em concordéancia, trabalho recente de nosso grupo
demonstrou que a VOP estava positivamente correlacionada com a quantidade de
colageno lll nas camadas médias das artérias aorta, carétida e femoral quando
animais jovens eram comparados aos mais velhos (FABRICIO, 2018).

Dentre os mecanismos envolvidos na rigidez arterial, tem sido apontado o
sistema renina-angiotensina (SRA) e sistema nervoso simpatico (SNS). Neste
sentido, Dab et al. (2012) investigaram o papel do SNS e do SRA na sintese das
proteinas colageno |, Ill e Elastina na aorta de ratos normotensos. Estes autores

demonstraram que a infusdo de noradrenalina estimulou a sintese de COL lll via
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receptor B e de Elastina via receptores a1 e a2 (apds bloqueios destes receptores).
Além disso, demonstraram que a infusdo de Angiotensina Il (Ang Il) aumentou a
sintese de COL Il e reduziu a sintese de Elastina, ambos efeitos via receptor AT1.
No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do treinamento fisico combinado no
aumento da sintese e/ou degradacao das proteinas COL I, COL Il e Elastina na
aorta de ratos tratados ou ndo com DEX.

Dados do nosso laboratério mostram a influéncia do tratamento crénico com
DEX em induzir hipertensao arterial por meio do desbalango autonédmico (HERRERA
et al., 2016; DUCHATSCH et al., 2017). No entanto, nada se sabia sobre os efeitos
da DEX no enrijecimento arterial.

Os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento por 14 dias com
DEX determinou um aumento na producao de COL Ill (mas ndo de COL I) na artéria
aorta dos animais tratados, quando comparados aos SC e este aumento se
correlacionou positivamente com a VOP, sugerindo que o aumento de COL llI,
induzido pelo tratamento com DEX, possa ser um mecanismo importante na
determinagdo do enrijecimento arterial induzido pela DEX. Em consonancia, De
Marco et al. (2015) relataram aumento significativo da VOP devido ao aumento
significativo de depodsito de colageno em camundongos, quando comparados a
camundongos que receberam antagonista do receptor de mineralocorticéide,
sugerindo assim o envolvimento do mineralocorticoide na rigidez da aorta.

Em contrapartida, outros estudiosos demonstraram divergéncias quanto aos
efeitos dos glicocorticoides na aorta bovina in vitro. Longenecker et al. (1984)
observaram em cultura de célula, ao aplicar corticosteroide, cortisol e DEX, inibicao
da proliferacdo e producdo de colageno da matriz extracelular. Por outro lado,
Leitman et al. (1984) observaram aumento tempo-dependente na sintese de
colageno | apos tratamento com DEX em cultura de células da aorta de bovinos.
Adicionalmente, o tratamento com DEX apresenta resultados controversos
dependendo das dosagens e tecidos avaliados. Rajashree et al. (2000) relataram
que a administracdo de DEX, na dose de 2,5 mg/kg, em animais normotensos,
determinou redugdo na produgao de colageno | e aumento do COL lll, tanto no
coragcdo como nos rins. De acordo com estes resultados, outros autores também
observaram a acdo da DEX no metabolismo de colageno relacionando-a a
diminuicdo da sintese e/ou degradacédo de colageno na pele (CUTRONEO et al.,
1981; VERBRUGGEN et al., 1982), Pulméo, através da reducdo de TGF-



45

responsavel por sintetizar COL | e Il na matriz extracelular (SHULL et al., 1995),
artérias das vias aéreas (BONACCI et al., 2006) e células embrionarias
(COCKCAYNE et al., 1986). De acordo com Rajashree et al. (2000) a diferenga da
producdo ou degradacdo induzida por DEX, pode ser devido a quantidade de
receptores nos diferentes tecidos.

A produgcdo de COL | ndo foi influenciada pelo tratamento com DEX no
presente estudo e, igualmente ndo se correlacionou com os resultados de VOP.
Resultados similares foram demonstrados por McNulty et al. (2006), os quais
relataram que embora o COL | estava expresso em maior quantidade em
hipertensos, nao houve correlagdo com a rigidez arterial. Contudo, este estudo
(MCNULTY et al., 2006) ndo analisou quais os efeitos induzidos pelo tratamento
cronico com DEX, nem tampouco quais os efeitos do TFC na rigidez da aorta e seus
efeitos na produgcdo COL |. Este mesmo autores (MCNULTY et al., 2006)
observaram a participacdo de enzimas degradadoras de colageno da matriz
extracelular, correlacionando-as com aumento da rigidez arterial, mais
especificamente as metaloproteinases da matriz extracelular (MMP-1), no entanto,
neste estudo, os autores ndo utilizaram tratamento crénico com glicocorticoides.
Concordando com estes autores, a andlise da razdo entre COL I/COL Ill no presente
estudo estava reduzida nos animais tratados com DEX (-52,35 %), mas estes
valores n&o se correlacionaram com a VOP.

O TFC nao determinou alteracdo na VOP dos animais controles neste estudo,
mas foi eficaz em atenuar o aumento da VOP induzido pela DEX. Os efeitos do TF
na VOP vém sendo demonstrados por alguns autores, mas seus resultados ainda
sdo inconclusivos. Tem sido demonstrado que o tipo e intensidade do exercicio
podem influenciar nos efeitos causados pelo treinamento fisico na VOP. De acordo,
alguns autores tém demonstrado que o TFR de alta e moderada intensidade
promove aumento da VOP em pacientes normotensos (MIYACH et al.,2004),
hipertensos (COLLIER, 2008; COLLIER et al.,, 2011) e em pacientes com doenca
coronariana (MOON et al., 2015). Collier et al. (2008 e 2011) compararam os efeitos
do TFR e TFA de moderada intensidade na VOP de individuos pré-hipertensos e
hipertensos, os quais apresentaram a VOP no final do TFA mais baixa quando
comparada aos individuos que participaram do TFR. Em contrapartida, Cook et al.
(2005) ao investigarem a VOP em atletas remadores, relataram que os atletas

apresentaram aumento significativo da complacéncia na artéria carétida, quando
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comparados a individuos sedentarios. Além disso, outros autores demonstram que o
TFA intervalado (alta intensidade) reduz VOP em hipertensos (CIOLAC et al., 2010;
GUIMARAES et al., 2010), sugestionado pela diminuigdo da enzima vasoconstritora
Endotelina 1 (CIOLAC et al., 2010). No entanto, a maioria dos estudos com
humanos nao permite a avaliagcdo aprofundada dos mecanismos responsaveis por
respostas estruturais de vasos.

Neste sentido, alguns trabalhos avaliaram os efeitos do TF sobre os
componentes da matriz extracelular e estrutura de vasos que podem comprometer a
complacéncia dos vasos, mas nem todos avaliaram a rigidez arterial. GU et al.
(2014) demonstraram em ratos espontaneamente hipertensos, que o TFA na esteira,
com incremento de inclinagdo, promoveu reducdo de colageno e de elastina na
artéria aorta de ratos hipertensos, o que contribuiu para a diminuicdo da PA, quando
comparados a ratos hipertensos sedentarios. Estes resultados concordam com os
achados de Nosaka et al. (2003) que compararam aortas de ratos jovens e idosos e
demonstraram que os ratos idosos apresentaram aumento significativo de colageno
e elastina na aorta, quando comparado aos ratos jovens; no entanto, quando os
animais idosos passaram pelo TF de natacdo em baixa intensidade, apresentaram
diminui¢cao de colageno. Estes mesmos autores (Nosaka et al., 2003) compararam a
quantidade calcio na aorta e sugeriram que este poderia ser um possivel mecanismo
envolvido no remodelamento arterial, uma vez que os animais jovens treinados
apresentaram menor concentracido de calcio na aorta, comparados aos idosos.
Apesar de nao avaliar a VOP, Morais-Teixeira et al. (2010) demonstraram que 5
meses de treino de baixa intensidade em esteira promoveu aumento do lumen e
reducdo da espessura da parede da aorta, associada a aumento de elastina em
ratos espontaneamente hipertensos treinados, comparados a SHR sedentarios.
Dentre os possiveis mecanismos que poderiam estar contribuindo para reducéo de
colageno nos vasos apos TF pode-se citar uma menor atividade do Sistema renina
angiotensina, no entanto, este mecanismo foi avaliado em ratos SHR e apdés TFA
(GU et al., (2014).

Por outro lado, o TF resistido determina aumento de proteinas da matriz
extracelular, como observado por Souza et al. (2017) ap6s 12 semanas de TFR em
escada a 60% de 1RM, relataram aumento significativo na densidade de colageno

na artéria aorta, o que contribuiu para aumento da tunica média para os animais



47

treinados quando comparados aos animais sedentarios. Entretanto, a VOP nao foi
analisada e os valores de PA nao alteraram significativamente.

Mais recentemente, KHON et al. (2018) demonstraram que o TFA de 8
semanas em natagcao determinou redugdo da VOP em camundongos idosos
treinados, quando comparados a ratos idosos sedentarios, e esta redugao foi
acompanhada de redugao de colageno na aorta nos animais treinados.

Dentre os tipos de treinamentos fisicos e os possiveis mecanismos envolvidos
no controle patolégico vascular, o TFC em dias alternados vem sendo sugerido
como uma importante ferramenta por contemplar as magnitudes especificas
promovidas por cada tipo de treinamento (VII DBH, 2016). Figueroa et al. (2014)
argumentam favoravelmente ao demonstrarem que o TFC contribuiu para a
diminuicao da PA e de VOP, bem como na melhora da forga muscular em mulheres
obesas, pré-hipertensas, suplementadas ou ndo com proteinas derivadas do soro do
leite. Pode-se observar a crucial importancia do TFC na saude mundial, uma vez
que a hipertensao é a doenca com maior indice de risco remanescente de vida e a
VOP pode estar relacionada com a taxa de sobrevida (LAKATTA et al., 2014).

Uma das limitagées deste presente estudo foi a grande variabilidade da VOP
entre os animais, e ao fato de ser uma analise realizada com animais anestesiados.
A realizagao implica em manter os animais completamente anestesiados, o local de
andlise sem ruido e com temperatura controlada a 22°C. Além disso, o berco
aquecedor precisa manter a temperatura em até 45°C. No entanto, a partir dos
estudos realizados por nosso grupo, com testes de fidedignidade, obijetividade,
consisténcia interna (FABRICIO, 2018) os resultados apresentados pelo

equipamento podem ser considerados confiaveis.

8. CONCLUSAO:

Os resultados do presente estudo séo inéditos em demonstrar que o TFC foi
capaz de atenuar o aumento da rigidez arterial de ratos tratados com DEX e os
mecanismos responsaveis por esta reducdo parecem envolver a producao de
colageno lll na aorta. Esta atenuagao da VOP induzida pelo TFC parece contribuir

para atenuar o aumento de PA em ratos treinados e tratados com DEX.
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