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Resumo

No presente estudo avaliamos o efeito da administracdo oral com a formulacéo
HPB-CD Angiotensina-(1-7) na prevencdo de lesdes musculares induzidas pelo
exercicio fisico. Ratos Wistar, foram divididos em trés grupos: Grupo previamente
tratado com HPB-CD Angiotensina-(1-7), grupo previamente tratado com HPB-CD e
grupo controle. Os animais dos grupos tratados foram submetidos a uma Unica
sessdo de exercicio de contracdo excéntrica, realizado em esteira inclinada a -13°
com velocidade constante de 20 m.mint. A administragdo com a HPB-CD
Angiotensina-(1-7) (50 ug/Kg) e com o veiculo HPB-CD foi realizado trés horas antes
do protocolo de exercicio e diariamente, em dose Unica, até o dia da eutandsia. A
eutanasia aconteceu nos tempos: 04, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a sessdo de
exercicio, para acompanhar a evolucédo temporal do tratamento com a formulacgéo.
Foram coletadas amostras de sangue total, fragmentos dos tecidos musculares
esqueléticos sbleo e gastrocnémico para analises de creatina kinase (CK),
interleucina — 6 e 10 (IL-6 e Il -10) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e analises
histolégicas de Hematoxilina e Eosina e Picrosirius Red. Nossos resultados
mostraram que exercicio de contracao excéntrica e realizado de forma intensa levam
ao dano muscular. Observamos aumento nos niveis séricos de CK, elevagédo nos
niveis de citocinas pré6 (TNF-a e IL-6) e anti (IL-10) inflamatdrias nos tecidos
musculares soleo e gastrocnémio. Além disso, observamos aumento de células
inflamatorias e deposicdo de tecido conjuntivo fibroso (colageno tipo III) no tecido
muscular visto por analises histologicas. O tratamento preventivo com HPB-CD
Angiotensina-(1-7) foi capaz de reverter ou diminuir todo o processo observado nos
animais tratados somente com HPB-CD. A administracdo de forma oral com a
formulacdo de Angiotensina-(1-7) atenuou a liberacdo de CK na corrente sanguinea,
diminuiu os niveis teciduais de TNF-a e IL-6, além de aumentar os niveis de IL-10.
Por fim, observamos por meio de analises histolégicas que o tratamento preventivo
com a Angiotensina-(1-7) atenuou o infiltrado inflamatorio e a deposi¢édo de colageno
tipo 1ll, observadas principalmente nés tempos iniciais apds o exercicio fisico
intenso. Em conjunto, os resultados do presente estudo mostram que o tratamento
com a formulacédo oral da Angiotensina-(1-7), tem papel fundamental em diferentes
fases do processo de reparacao da lesdo muscular induzida pelo exercicio fisico. O
acompanhamento temporal mostrou que a administracdo da formulacdo nos tempos
iniciais pos-lesdo sao fundamentais no tratamento.

Palavras Chave: Lesdo muscular, infamacdo, fibrose, tratamento com
Angiotensina-(1-7)
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Abstract

In the present study we evaluated the effect of oral administration with HPB3-CD
formulation angiotensin-(1-7) in preventing muscle damage induced by exercise.
Wistar rats were divided into three groups: Previously treated with HPB-CD
angiotensin- (1-7) group, previously treated group HPB-CD and control group.
Animals of the treated groups were subjected to a single eccentric contraction
exercise session, held on a treadmill inclined to -13° a constant speed of 20 m.min™.
The administration with HPB CD-angiotensin-(1-7) (50 mg / kg) and HPB-CD was
performed three hours before exercise protocol and daily as a single dose, until the
day of euthanasia. Euthanasia happened in the times: 4, 12, 24, 48 and 72 hours
after the exercise session to monitor the evolution of the treatment with the
formulation. Whole blood samples, fragments of skeletal soleus and gastrocnemius
muscle tissues were collected for analysis of creatine kinase (CK), interleukin - 6 and
10 (Il IL-6 and -10) and tumor necrosis factor (TNF-a) and histological analysis of
hematoxylin and eosin and Sirius Red. Our results showed that eccentric contraction
and performed intensively exercise lead to muscle damage. We observed increased
serum levels of CK elevation in pro cytokines (TNF-a and IL-6) and anti (IL-10)
inflammatory soleus and gastrocnemius muscle tissue. In addition, there was an
increase of inflammatory cells and deposition of fiborous connective tissue (collagen
type Ill) in muscle tissue seen by histological analyzes. Preventive treatment with
HPB-CD angiotensin- (1-7) was able to reverse or reduce the process observed in
animals treated only with HPB-CD. The oral administration with the formulation of
angiotensin- (1-7) attenuated the release of CK into the bloodstream, decreased
tissue levels of TNF-a and IL-6, besides increasing IL-10 levels. Finally, we observed
through histological analyzes that preventive treatment with angiotensin-(1-7)
attenuated the inflammatory infiltrate and deposition of collagen type Ill, we observed
mainly early times after intense exercise. Together, the results of this study show that
treatment with the oral formulation of angiotensin-(1-7) plays a fundamental role in
different phases of muscle damage repair process induced by exercise. The time
monitoring showed that administration of the formulation at early times post-injury are
fundamental in the treatment.

Keywords: Muscle injury, inflammation, fibrosis, treatment with angiotensin-(1-7)
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1. INTRODUCAO

Lesbes em tecidos musculares estriados esqueléticos sdo comuns em
praticantes profissionais ou recreativos do esporte, afetando a performance e/ou a
continuidade de qualquer modalidade esportiva. Em 90% dos acontecimentos, tais
lesbes ocorrem por contusao, distensdo ou laceracdo (JARVINEN; LEHTO, 1993).
Por essa razéo, estratégias de prevencdo e tratamento da lesdo muscular induzida
pelo exercicio sdo fundamentais para que o atleta ndo seja afastado ou ainda possa
retomar as atividades sem um longo periodo de recuperacédo. Os danos musculares
podem ocorrer em diferentes magnitudes dependendo do tipo de exercicio,
velocidade de movimento e tipo de contracdo que o tecido estriado esquelético

muscular sofre durante o exercicio.

Exercicios fisicos variados levam a diferentes tipos de contracbes da
musculatura estriada esquelética (FAULKNER; BROOKS; OPITECK, 1993). As
contracdes isométricas sdo caracterizadas pelo equilibrio entre a tensdo gerada
sobre as fibras musculares e a carga imposta sobre ele em sentido oposto, ndo
gerando variagdes no comprimento total da musculatura. As contragdes concéntricas
sdo caracterizadas por ciclos de alongamento e encurtamento das fibras
musculares, devido a aplicacdo de uma forca sobre o tecido maior que a resisténcia
do mesmo (FAULKNER; BROOKS; OPITECK, 1993). Este tipo de contracdo pode
ser observado em exercicios como as flexdes de braco, quadril, troncos, dentre
outros. As contracfes excéntricas sdo caracterizadas por ciclos de alongamento das
fibras musculares devido a aplicagcdo de uma forca muito maior do que a forca
desenvolvida pelo musculo (FAULKNER; BROOKS; OPITECK, 1993). Este tipo de
contragdo pode ser observado em exercicios de corrida em planos declinados,

dentre outros (KIM; LEE, 2015).

Embora a lesdo traumatica como contusdo e ruptura seja mais grave que uma
lesdo causada pela contracdo excéntrica (NOSAKA et al., 2007), os danos
recorrentes dessa contracdo, podem ocasionar uma perda de forca afetando a

funcdo muscular, o que pode levar a uma diminuicdo do rendimento no treinamento

14



fisico. (NEWHAM; JONES; CLARKSON, 1987). Trabalhos na Literatura mostram
que estimulos lesivos causados em exercicios fisicos regulares que tem
predominéancia de contracdes excéntricas levam a limitacbes da forca e reducdes no
desempenho muscular em modelos animais (PRASARTWUTH; TAYLOR;
GANDEVIA, 2005) e também em seres humanos (TANABE et al., 2015). Trabalho
realizado por Qun et al.,(2014), por exemplo, mostrou através de analises
histologicas que uma Unica sesséo de exercicio de dowhill running (corrida em plano
declinado), com predominancia de contracdo excéntrica, causou danos musculares
em animais que nao realizavam previamente nenhum tipo de exercicio fisico regular.

Os exercicios de contracdo excéntrica sdo considerados os mais lesivos e
podem causar danos mais extensos as fibras musculares, resultando em maiores
perturbacdes das fibras, rompimentos dos sarcolemas, permitindo que proteinas
extravasem para a corrente sanguinea (LAZARIM et al., 2009). As acles excéntricas
em comparagdo com as concéntricas recrutam menor nimero de unidades motoras
para o mesmo nivel de forca desenvolvida, 0 que leva a um estresse mecanico
elevado nas fibras musculares que estéo sendo utilizadas (MALM; LENKEI; SJODIN,
1999).

O rompimento das fibras musculares causa liberagcdo no parénquima tecidual
de proteinas intracelulares, que atingem a corrente sanguinea, levando a elevacao
de seus niveis plasmaticos. A proteina citoplasmatica Creatina Kinase (CK) participa
do metabolismo celular unicamente de células musculares estriadas, sendo,
portanto, a sua presenca na corrente sanguinea correntemente usada como
marcador sérico de lesbes em tecidos musculares cardiacos e esqueléticos
(CLARKSON; EBBELING, 1988).

Uma vez lesionado, mecanismos fisioldgicos sdo ativados visando o reparo
dos tecidos. As acles de reparo envolvem etapas complexas tais como a libracédo de
mediadores quimicos, recrutamento, ativacdo e proliferacdo celular, ativacdo de
mecanismos de reparo que, ao final, visam, quando possivel, a recuperacao
morfolégica e funcional do tecido lesionado (CEAFALAN; POPESCU; HINESCU,
2014). As fases de reparo dos tecidos musculares estriados esqueléticos séo

similares as de varios outros tipos de tecido ap6s uma lesdo, sendo elas as
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seguintes: degeneracao/inflamacgao, reparacéo, fibrose e remodelagdo (CARLSON;
FAULKNER, 1983).

Varios estudos tém demonstrado que o exercicio excéntrico desencadeia uma
resposta inflamatoria local e sistémica, caracterizado pela elevagcédo na concentracao
de leucacitos circulantes, infiltracdo de neutréfilos e macrofagos para o parénquima
tecidual e aumento tecidual e plasmético na producdo de citocinas pro-inflamatoérias
(PEAKE; NOSAKA; SUZUKI, 2005).

Dentre os diversos mediadores quimicos liberados em resposta ao dano
muscular, podemos destacar o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), como citocina
chave do processo inflamatério. Este mediador é produzido principalmente por
macrofagos ativados, linfécitos e mondcitos e sua elevacdo é vista em diversas
condi¢cBes patolégicas como o cancer, a AIDS e septicemia (BINGHAM, 2002). Nos
processos inflamatorios o TNF-a. € associado ao surgimento de outras citocinas e,
em baixas concentracdes, age nas células endoteliais promovendo vasodilatacao e
secrecdo de citocinas que tem acdo quimiotdxica em relacdo aos leucdcitos,
promovendo, desta forma, um processo inflamatorio (VITALE; RIBEIRO FDE, 2007).
Elevagbes cronicas de TNF-a em virtude de lesbes musculares podem ocasionar
perda de massa muscular, através da inibicdo da sintese proteina (WILLIAMSON,;
KIMBALL; JEFFERSON, 2005).

Interleucina — 6 (IL-6) é também uma citocina proé-inflamatoria e sua producéo
esta associada a maiores liberacbes de TNF-a. (CHEN; HSIEH, 2001). Esta citocina
€ produzida por macréfagos ativados e linfécitos T, principalmente em condi¢ces de
traumas e queimaduras (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000), aparece precocemente
nos processos inflamatérios podendo ser detectada ja 60 minutos apds a inducéo,
com picos entre quatro (04) e seis (06) horas, podendo perdurar por até 10 dias
(GEBHARD et al,, 2000). A IL-6 é associada a maturagdo de neutréfilos e
macroéfagos e diferenciagéo de linfécitos T citotoxicos e células natural Killer (NK)
(LIN et al., 2000). Por outro lado, a sintese de proteinas receptoras solUveis como
IL1-AR e sFNTRs levam a IL-6 a ter reconhecia acdo anti-inflamatéria em alguns
tecidos (RAEBURN et al., 2002). Embora dados na literatura apresentem
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controvérsias sobre o papel desta citocinas, alguns autores tém demonstrado
elevacOes de IL-6 em miofibrilas de tecidos musculares lesionados (CHEN; HSIEH,
2001).

A Interleucina — 10 (IL-10) é considerada uma citocina de carater anti-
inflamatdrio por inibir a sintese de proteinas inflamatérias como o TNF-a, IL-1 e IL-6.
A IL-10 é produzida por macrofagos e mondcitos ativados e tem também
reconhecida acdo na estimulacdo da proliferacdo de mastocitos, diminuicdo na

producéo IFN-y pelas células NK (ZHANG; AN, 2007).

Juntamente com a instalacdo das etapas inflamatérias celulares posteriores a
lesdo tecidual, mecanismos associados ao reparo dos tecidos lesionados séo
ativados com objetivo da recuperagdo morfofuncional deste. Em pequenas lesdes,
autores apontam eventos como a ativacdo de populacbes quiescentes de células
denominadas satélites na lamina basal das fibras musculares como chave no
processo de regeneracdo da musculatura lesionada (BISCHOFF, 1986). Em grandes
lesbes ou processos lesivos cronicos podem gerar acumulo excessivo de tecido
conjuntivo fibroso que, em Ultima instancia, € muitas vezes associado a perda da
capacidade funcional dos tecidos musculares. O tecido conjuntivo depositado na
area de lesdo, incialmente chamado de tecido de granulacdo, € essencialmente
composto de fibras colagenas finas e pouco estruturadas (colageno tipo Il e V).
Com o tempo o processo de remodelamento leva a substituicdo do tecido de
granulacéo por um tecido conjuntivo mais estrutural (predominancia de colageno tipo
I) levando a retracdo e resisténcia da area cicatrizada (TIDBALL, 2011). Neste
processo, embora ocorrida a recuperacao tecidual, as areas fibréticas ndo mantem a
funcionalidade natural do tecido acometido, bem como mantém a area mais propicia
a novas lesdes (TIDBALL, 2011).

Dessa forma, varias medidas profilaticas tém sido pesquisadas a fim de
atenuar os efeitos negativos das les6es musculares induzidas pelo exercicio fisico e
diminuir os processos relacionados. Dentre elas podemos citar as intervencgdes
nutricionais (KYPAROS et al., 2011), farmacoldgicas (GARG; CORONA; WALTERS,
2014), massagem (GATTERER et al., 2015), utilizacdo de ultrassom (FILHO et al.,

2015) e crioterapias (HAUSSWIRTH et al.,, 2011). Apesar de haver resultados
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positivos através dessas intervengdes, ndo h4 ainda um tratamento e ou estratégia
de prevencédo de lesBes musculares induzida pelo exercicio fisico. Sabendo disso,
faz-se necesséria a utilizacdo de recursos que reduzam o tempo de inaptiddo de
esportistas de alto rendimento lesionados.

Nesta perspectiva, o Sistema Renina Angiotensina (SRA) tém apresentado
indicios de ser um importante interventor nos processos de les6es musculares. Muito
embora o SRA seja conhecido tradicionalmente como o maior controlador da
pressdo arterial e modulador do balanco eletrolitico corporal, atualmente mostra-se
também como um sistema que controla importantes fungdes no mausculo
esquelético, exercendo um papel fundamental na perfusdo e no metabolismo local
da musculatura esquelética (PUTHUCHEARY et al., 2011). Tanto os componentes
classicos do sistema, como por exemplo, a Angiotensina Il (Ang Il), receptor
angiotensinérgico do tipo 1 (AT;) e a enzima conversora de angiotensina (ECA),
guanto 0S nNovos componentes, como e a enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2), a Angiotensina-(1-7) (Ang (1-7)) e seu receptor Mas, foram identificados
nos tecidos musculares estriados, mostrando, dessa maneira, que ha um SRA local
na musculatura esquelética (CABELLO-VERRUGIO et al.,2015). Contrabalanceando
o eixo Angll/ECA/receptorAT;, o eixo ECA2/Ang(1-7)/receptor Mas exerce efeitos
opostos as da Ang Il tais como: inibicdo da proliferacdo celular, vasodilatacao,
efeitos anti-hipertréficos, anti-fibréticos, anti-inflamatério e anti-hipertensivo
(TALLANT; FERRARIO; GALLAGHER, 2005) (BENTER et al., 1995).

A Ang-(1-7) € um heptapeptideo produzido pela acdo da ECA2 que exerce
efeitos contra regulatérios aos efeitos da Angiotensina Il (FERRARIO; IYER, 1998;
SANTOS; CAMPAGNOLE-SANTOS; ANDRADE, 2000). Pesquisas recentes
mostram que o SRA esta envolvido nos processos de trofias e reparacdo muscular
(RIQUELME et al., 2014). Animais que apresentam niveis plasméticos elevados de
Ang Il apresentam perda de massa muscular e este efeito ocorre através do receptor
AT, Resultados encontrados em animais mostram que a inibicdo dos receptores AT,
facilita o recrutamento de células satélites com consequente diferenciacdo e
crescimento celular (YOSHIDA; HUQ; DELAFONTAINE, 2014). Especificamente no

tecido muscular, dados com animais mostram que a Ang-(1-7) possui papel

18



fundamental em diferentes fases do processo de reparo muscular (CABELLO-
VERRUGIO et al., 2015).

Alguns autores mostraram evidéncias de que a Ang-(1-7) modula
negativamente a migracao de leucocitos, expressado de citocinas, além da inibicao
de vias fibrogénicas (MCCOLLUM; GALLAGHER; TALLANT, 2012). Estudos
realizados por Sukumaran et al., (2011) mostraram que a acao dos bloqueadores de
receptor AT, da Ang Il, Telmisartan e Olmesartan, ativou o eixo ACE2/Ang-(1-
7)/Receptor Mas e dessa forma, contribuiu com os efeitos anti-inflamatérios em um
modelo de animal com miocardite autoimune. Juntamente com a ativagao do eixo
ACEZ2/Ang-(1-7)/Receptor Mas, foi observada reducdo nos niveis de mediadores
pré-inflamatérias como o TNF-a e IL-6, bem como um aumento da liberacdo da
citocina anti-inflamatoria IL-10 (SUKUMARAN et al., 2012).

Na musculatura esquelética, dados recentes mostram importantes efeitos da
Ang-(1-7), inibindo os fatores deletérios induzidos pela Ang Il, como perda de massa
magra e funcdo da musculatura, além de promover recrutamento de células
satélites, acompanhado de regeneracdo muscular (CISTERNAS et al., 2015;
MENESES et al., 2015).

Nos processos fibréticos a Ang-(1-7) esta envolvida na protecdo de tecidos
contra danos crénicos, através de efeitos diretos sobre a fibrogénese tecidual
(IWATA et al, 2005). Acuna et al.,, (2014), por exemplo, mostraram que a
administracdo de Ang-(1-7) diminuiu a producdo de componentes da matriz
extracelular, além de melhorar a forca muscular em modelo animal de distrofia.
Aliado aos beneficios da Ang-(1-7) no musculo, Riquelme et al., (2014) demostraram
que o aumento da expressdo da ECA2 tem efeito anti-fibrético na musculatura de
animais com distrofia. Ademais, Morales et al., (2015) demonstraram que 0 aumento
de fibrose tecidual em modelo com distrofia de Duchenne era associado ao aumento
do receptor Mas, na tentativa fisioldgica de reverter os efeitos patoldgicos da
doenca. Todos esses dados em conjunto mostram que o eixo ECA2/Ang-(1-
7)/receptor Mas participa efetivamente de processos importantes de recuperacéo da

musculatura esquelética.
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Considerando que a lesdo muscular induzida pelo exercicio fisico ainda
precisa de estratégias eficazes no tratamento e ou prevencdo e que a Ang-(1-7)
desempenha um papel importante na inflamacéo e fibrose muscular, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da administracdo oral com a formulacdo de Ang-
(1-7) na prevencdo das lesdes musculares induzidas pelo exercicio fisico de

contracao excéntrica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da formulacdo oral HPB-CD-Angiotensina-(1-7) no
tratamento preventivo de lesbes musculares induzidas pelo exercicio fisico de

contracao excéntrica em ratos Wistar.

2.2 Estratégias

e Avaliar o efeito do tratamento nos niveis séricos de creatina kinase (CK) ao
longo de 72 horas apds a sessao de exercicio excéntrico;

e Avaliar os niveis teciduais de citocinas pré (TNF- a e IL-6) e anti-inflamatérias
(IL-10) nos musculos séleo e gastrocnémio ao longo de 72 horas ap6s o

exercicio fisico;

e Avaliar o processo inflamatério e a fibrose tecidual nos muasculos soéleo e

gastrocnémio ao longo de 72 horas apos o exercicio fisico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Protocolo experimental

3.1.1 Animais do estudo

Ratos machos Wistar, com peso entre 250 e 300 gramas, provenientes do
Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto, foram
distribuidos ao acaso nos grupos experimentais: grupo tratado com a formulacdo
[HPB-CD-Ang-(1-7)] (40 animais), grupo tratado apenas com o veiculo HPB-CD (40
animais), estes grupos foram submetidos a uma sesséo de exercicio fisico (dowhill).
Grupo Controle foi composto de 10 animais ndo tratados e nado exercitados. Todos
os animais foram mantidos em caixas plasticas, sendo quatro animais por caixa.
Receberam agua e racao ad libitum, permanecendo durante todo o experimento em
ambiente com ciclo claro/escuro de 12 horas (das 6h:00 as 18h:00). Todos os
procedimentos realizados foram devidamente aprovados pelo Comité de Etica em

pesquisa animal da Universidade Federal de Ouro Preto (protocolo n°® 2014/03).

3.1.2 Preparo das formulacdes

A dose das solucées para tratamento foi padronizada em 50 pg.kg™ de massa
corporal. Para tal, a massa corporea de cada animal foi previamente determinada. A
solucéao placebo de HPB-CD foi diluida em agua filtrada no dia do tratamento. O
volume total administrado para cada animal foi aproximadamente 400 pl, com
acréscimo de 100 ul de agua filtrada. A solucdo de HPB-CD Ang-(1-7) foi pesada, e
diluida em &gua filtrada no dia do tratamento. O volume total administrado para cada
animal foi aproximadamente 400 pl, com acréscimo de 100 ul de agua filtrada.
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3.1.3 -Tratamento com a formulacéo oral HPB-CD-Ang-(1-7) e HPB-CD

O tratamento com a formulacdo HPB-CD-Ang-(1-7) e com o veiculo HPB-CD
foi realizado diariamente, em dose Unica, até o dia da eutandsia. O protocolo de
tratamento foi iniciado trés (03) horas antes da submissao dos animais ao protocolo

de exercicio fisico.

3.1.3 Protocolo de exercicio fisico

Os animais foram adaptados ao exercicio de corrida em esteira, em uma
sess&o diaria, cinco (05) minutos, & velocidade de 15m.min™, com inclinagéo de 0%.
Apoés adaptacdo, no quarto dia, os animais tratados foram submetidos a uma (01)
sessdo de exercicio agudo de contracao excéntrica que foi realizado em uma esteira
rolante para ratos. Nesta Unica sessdo, 0s animais realizaram a corrida na esteira
inclinada negativamente a 13°, em velocidade constante de 20 m.min™, durante 60
minutos (KAWANISHI et al., 2013).

3.1.4 Protocolo de eutanasia

Ao final do exercicio, os animais foram anestesiados com uma mistura de
ketamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) e eutanasiados por decapitacdo. A
eutanasia seguiu o seguinte protocolo: Oito (08) animais tratados com formulagéo
HPB-CD-Ang-(1-7) e oito (08) tratados com o veiculo HPB-CD foram eutanasiados
quatro (04) horas ap0s o término do protocolo de exercicio. Este procedimento foi
repetido as 12, 24, 48 e 72 horas apés o término do exercicio e também com os 10
animais do Grupo Controle. Durante a eutanasia foram coletadas amostras de
sangue total, fragmentos dos tecidos musculares esqueléticos soéleo e
gastrocnémico das patas direitas e esquerdas.
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Analises

Eutanasia em diferentes tempos  bioquimicase
histologicas

Adaptacao

| N | .
3 dias 42 dia Grupo Controle, 4h, 12h, 24h, 48h e 72h apos
o protocolo de corrida

Figura 1. Modelo temporal do plano experimental de trabalho.

3.2 Determinacao dos Niveis Totais de Creatina Kinase

Apés eutanasia, foi obtida uma amostra de sangue para determinacao
guantitativa dos niveis totais da Creatina Kinase (CK) no Grupo Controle e nos
grupos tratados nos tempos de quatro (04), 12, 24, 48 e 72 horas apds 0 exercicio.
As amostras foram centrifugadas a 4°C, por 10 minutos a 3.000 rpm e as aliquotas
de soro foram estocadas a -20° para analises posteriores. Os niveis séricos das
enzimas CK foram mensurados a temperatura aproximada de 37°C pelo método
cinético enzimatico, utilizando kit comercial CK-NAC Liquiform (Labtest Diagnostica
SA, Belo Horizonte, Minas Gerais). A leitura das absorbéancias foi realizada em leitor
de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) com filtro para um
comprimento de onda de 340 nm em intervalos de um (01) minuto, durante cinco
minutos. Alteracdo na absorbéancia por minuto foi usada para determinar a atividade
de CK.

3.3 Quantificacao das citocinas teciduais

Os niveis de interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e fator de necrose

tumoral-a (TNF-a) foram determinados através de ensaio imunoenziméatico (Enzyme
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linked immunosorbent assay - ELISA), utilizando-se kits adquiridos da R&D Systems,
Minneapolis, USA, conforme previamente descrito (ENGVALL, 1977; VOLLER,;
BARTLETT; BIDWELL, 1978), como a seguir:

3.3.1 Processamento dos tecidos para quantificacéo de citocinas

Para esta dosagem, foram utilizados fragmentos do musculo estriado
esquelético coletado da pata esquerda dos animais. Adicionou-se 100 mg do
musculo séleo e do gastrocnémio em 500 pl de solucdo de extracdo de citocinas
[NaCl 0,4 mol/L, Na2HPO4 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de benzalconio 0,1
mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tween 20 0,05% (p/v), BSA 0,5% (p/v), aprotinina 20 Ul]
para o processamento em homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher
Scientific Pennsylvania, EUA). Logo apds, as amostras foram centrifugadas (10.000
rpm; 4°C; 30 minutos), o sobrenadante foi recolhido em tubos do tipo eppendorf e

congelado a -80°C.

3.3.2 Determinacao dos niveis de citocinas

Todos os protocolos foram realizados em placas de 96 pocos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7.4, sendo que a sensibilizacdo da
placa ocorreu durante 18 horas a 4°C. A reacédo foi bloqueada com PBS acrescido
de 1% (p/v) de albumina bovina (Sigma) por 1 hora. As amostras, o padrdo e o
branco foram acrescentados aos seus respectivos pocos. As placas foram
incubadas a 4°C “overnight”. O anticorpo de deteccao foi adicionado aos pogos por 2
horas. A reagao foi incubada com streptavidina conjugada com peroxidase (“HRP-
Streptavidin  Pharmingem”-1:4000) e revelada com dihidrocloreto de o-
fenilenodiamina (OPD) (Sigma). Ap6s 30 minutos a reacdo foi interrompida com
H,SO,. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC,
Uniscience do Brasil) com filtro para um comprimento de onda de 492 nm.
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3.4 Anélises Histologicas

Amostras das patas direitas dos musculos estriados esqueléticos soleo e
gastrocnémio foram retirados, cortados em fragmentos ndo excedentes a dois (02)
centimetros de espessura, foram fixados em solucdo de formalina tamponada por

tempo minimo de 72 horas.

As amostras fixadas foram submetidas a protocolos de rotina para analises
histoldgicas, a saber: Foram desidratadas em série crescente de solucdes alcodlicas
(70°, 80°, 90° e 100°), diafanizados em xilol, embebidas e emblocadas em parafina.
SeccoOes parafinadas de aproximadamente cinco micrometros (5 ym) de espessura

foram obtidas através de técnicas de microtomia e fixadas em laminas de vidro.

Para o processo de coloragdo, as seccbBes histolégicas foram
desparafinizadas em xilol, reidratadas em séries graduais de alcool (100°, 90°, 80° e
70°). A coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE) foi realizada para uma observacéo geral
das alteracdes histologicas e para determinacdo do processo inflamatério tecidual
(SOARES et al, 2011). A coloracdo de Picrosirius red foi utilizada para
determinacdo do colageno tecidual em microscopia Optica em luz polariza
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).

Todas as avaliagdes quantitativas em ambos os métodos de coloragcédo
ocorreram apOs a obtencédo de imagens de 15 campos diferentes e aleatérios dos
tecidos corados com HE e Picrosirius red no microscépio Leica BM5000, com
camera digital (Leica DFC 300 FX) acoplada com modulo RGB ativada e associada
ao software de captura de imagens Leica Application Suite. As imagens foram

analisadas no software Leica Qwin V.3.2.1 (Leica Switzerland).

3.5 Andlises Estatisticas

Para cada resultado foi realizado teste de normalidade. Para avaliacao
estatistica dos dados que obtiveram a normalidade (massa corporal, CK e citocinas)
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foi utilizado o teste da Tabela ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, neste caso,
os dados foram expressos por média + erro padrdo. Para os demais dados nao
normais foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido pelo pos-
teste de Dunn’s, e neste caso, os dados foram expressos pela mediana e percentis
cinco (05) e 95%. As analises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism
(Verséo 6.0, San Diego, USA). Para as diferencas estatisticas foi adotado o nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Massa corporea doa animais

Ao inicio do experimento a massa corpdrea dos animais foi aferida para
certificacdo da homogeneidade dos grupos e para fins do calculo do volume de

administracdo das formulacdes de tratamento. Os resultados estdo apresentados na

Figura 2.
Figura 2. Massa Corporal dos animais
4007 do Grupo Controle e tradados com as
2 formulagdes, ao inicio dos
— 3001
g procedimentos experimentais. One
[¢]
2 Way-Anova. p>0,05.
S 200
8]
©
%]
w1004
]
s

GC HPpB-CD HPB-CD
Angiotensina (1-7)

A massa corporal média dos animais controle (316,2+4,5 g) ndo apresentou
diferenca da massa corporal dos animais alocados nos grupos HPB-CD (314,0+£3,4
g) e dos animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7) (320,6+ 3,4 g). Da mesma
maneira, ndo foram observadas diferencas nas massas corpéreas dos animais do
grupo tratado com HPB-CD comparadas as massas corporeas dos animais do grupo
tratado com HPB-CD Ang-(1-7).
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4.2 Avaliacéo dos niveis séricos de Creatina Kinase

Durante a eutandsia dos animais, foi obtida uma amostra de sangue dos
animais, para avaliacdo dos niveis totais da enzima CK, como marcador sérico de
lesGes musculares, no Grupo Controle e nos grupos tratados nos tempos de quatro
04, 12, 24, 48 e 72 horas apds o exercicio. Os resultados estdo apresentados na
Figura 3.

Figura 3. Niveis séricos de CK dos
15007 animais do Grupo Controle (GC) e
tratados com as formulagGes HPB-CD e
HPB-CD Angiotensina-(1-7), nos
tempos de quatro (04), 12, 24, 48 e 72

horas apds o exercicio fisico. Asterisco

1000 A

500 4

Creatina Kinase
(U/L)

(*) representa diferenca significativa
em relagdo ao GC (p<0,0001). Letra (a)

4 12 24 48 72 4 12 24 a8 72 representa diferenca significativa do

grupo HPB-CD em relagdo ao grupo
GC HPB-CD HPB-CD

) ) HPB-CD Angiotensina-(1-7) em mesmo
Angiotensina (1-7)

tempo (p<0,0001). One Way ANOVA,
pos teste de Tukey.

Comparado aos animais do Grupo Controle (163,3+9,7 U/L), animais tratados
com HPB-CD apresentaram niveis elevados de CK sérica, nos tempos de quatro
(04) (1177+211 U/L), 12 (1129+106,8 U/L) e 48 (876+63,3 U/L) horas apds o
exercicio fisico. Ainda nestes grupos observamos que os valores de CK se
equipararam ao grupo controle apdés 72 horas apds o exercicio. Por outro lado,
animais tratados com HPB-CD Ang-(1-7) apresentaram niveis séricos de CK

semelhantes aos animais do Grupo Controle.
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4.3 Avaliacdo dos niveis teciduais de citocinas no musculo estriado esquelético

so6leo

Durante a eutanasia dos animais, foram obtidos fragmentos do musculo
estriado esquelético so6leo para avaliacdo dos niveis de citocinas (TNF- a, IL-6 e IL-
10) teciduais no Grupo Controle e nos grupos tratados nos tempos de quatro (04),
12, 24, 48 e 72 horas apés o exercicio. Os resultados estdo apresentados nas

figuras 4, 5 e 6.

Comparado aos animais do Grupo Controle, animais tratados com HPB-CD
apresentaram niveis elevados de TNF-a nos tempos de quatro (04) (48,7+3,0
pg/mg), 12 (41,5+2,4 pg/mg), 24 (33,9+3,1 pg/mg) e 48 (29,2+2,6 pg/mg) horas.
Ainda neste grupo observamos que os valores de TNF-a se equipararam ao Grupo
Controle 72 horas apés o exercicio. Da mesma forma, os animais do grupo tratado
com HPB-CD Ang-(1-7) apresentaram niveis elevados de TNF-a nos tempos de
quatro (04) (23,7+2,4 pg/mg), 12 (27,0+1,8 pg/mg), 24 (28,4+2,6 pg/mg) e 48
(14,9+1,’2 pg/mg) horas em comparacao com o Grupo Controle. Observamos que 0s

niveis de TNF-a foram semelhantes 72 horas apds o exercicio fisico (figura 4).

Comparado ao grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7), animais do grupo
tratado com HPB-CD apresentaram niveis maiores de TNF-a nos tempos de quatro
(04), 12, e 48 horas ap0s o exercicio fisico. Ainda nestes grupos observamos que 0s
niveis de TNF-a foram semelhantes nos tempos de 24 e 72 horas apds o exercicio

fisico.

30



Figura 4. Niveis de TNF-a no musculo
* 2 séleo dos animais do Grupo Controle
(GC) e tratados com as formulagdes
HPB-CD e HPB-CD Angiotensina-(1-7),
nos tempos de quatro (04), 12, 24, 48
e 72 horas apds o exercicio fisico.
Asterisco (*) representa diferenga
significativa em relagdo ao GC
(p<0,0001). Letra (a) representa

60 7

40

TNF-g
(pg/mg de proteina)

20

4 12 24 48 72 4 12 24 48 72

—_ diferenca significativa do grupo HPpB-

GcC HPB-CD HPB-CD CD em relagdo ao grupo HPB-CD
Angiotensina (1-7) Angiotensina-(1-7) em mesmo tempo
(p<0,0001). One Way ANOVA, pods

teste de Tukey.

Em relacdo aos niveis de IL-6, os animais do grupo tratado com HPB-CD
exibiram valores aumentados quando comparado ao Grupo Controle em todos os
tempos observados, quatro (04) (122,0+6,9 pg/mg), 12 (155,8+11,2 pg/mg), 24
(123,3+3,9 pg/mg), 48 (117,3+5,8 pg/mg) e 72 (130,3+6,9 pg/mg). Da mesma forma,
os animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7) apresentaram niveis elevados
de IL-6 nos tempos de quatro (04) (100,0%4,7 pg/mg), 12 (117,0£9,0 pg/mg), 24
(103,6+£3,9 pg/mg), 48 (93,8+7,0 pg/mg) e 72 (97,2+7,1 pg/mg) horas em
comparac¢ao com o Grupo Controle (figura 5).

Animais do grupo tratado com HPB-CD apresentaram niveis maiores de IL-6
12 horas apOs o exercicio em comparacdo com o0s animais tratados com HPB-CD
Ang-(1-7). Observamos que os niveis de IL-6 foram semelhantes nos demais nos

demais tempos.
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200 - Figura 5. Niveis de IL-6 no musculo
s6leo dos animais do Grupo Controle
150 - (GC) e tratados com as formulagdes
HPB-CD e HPB-CD Angiotensina-(1-7),
nos tempos de quatro (04), 12, 24, 48

e 72 horas apds o exercicio fisico.
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CD em relagdo ao grupo HPB-CD
Angiotensina-(1-7) em mesmo tempo
(p<0,0001). One Way ANOVA, pods
teste de Tukey.

Em relacdo aos niveis de IL-10, animais do grupo tratado com HPB-CD,
exibiram valores aumentados nos tempos de quatro (04) (27,5+1,4 pg/mg), 12
(33,0£1,4 pg/mg), 24 (32,1+2,1 pg/mg) e 48 (22,0+2,4 pg/mg) horas ap8s o exercicio
fisico em comparagdo com os animais do grupo controle. Da mesma forma, os
animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7) apresentaram niveis elevados de
IL-10 nos tempos de quatro (04) (45,7+2,6 pg/mg), 12 (35,9+2,1 pg/mg), 24
(36,5+1,9 pg/mg), e 48 (22,8+2,4 pg/mg) horas em comparacdo com o Grupo
Controle (figura 6).

Comparado ao grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7), animais do grupo
tratado com HPB-CD apresentaram niveis menores de IL-10 quatro (04) horas apo6s
0 exercicio fisico. Ainda nestes grupos observamos que 0s niveis de IL-10 foram

semelhantes nos tempos del2, 24,48 e 72 horas apds o exercicio fisico.
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Figura 6. Niveis de IL-10 no musculo
séleo dos animais do Grupo Controle
(GC) e tratados com as formulagGes
HPB-CD e HPB-CD Angiotensina-(1-7),
nos tempos de quatro (04), 12, 24, 48
e 72 horas apds o exercicio fisico.
Asterisco (*) representa diferencga
significativa em relagdo ao GC
(p<0,001). Letra (a) representa
_— L S diferenca significativa do grupo HPB-
GcC HPB-CD HPB-CD CD em relagdo ao grupo HPB-CD
Angiotensina (1-7) Angiotensina-(1-7) em mesmo tempo
(p<0,001). One Way ANOVA, pos teste

de Tukey.
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4.4 AvaliacOes histolégicas do musculo estriado esquelético séleo

Em cortes histologicos de tecido muscular estriado esquelético soleo, corados
com HE, foram realizadas avaliagbes quantitativas para determinar o niumero de
células inflamatorias (figuras 7 e 8). Para deteccdo de deposicao de colageno
tecidual, foram realizadas analises em cortes histolégicos corados com Picrosirius

red em luz polarizada (figuras 9 e 10).

Comparado ao grupo controle (mediana = 45,6 células inflamatdrias), os
animais tratado com HPB-CD mostraram aumento no nuamero de células
inflamatdrias nos tempos de quatro (04) (mediana = 125,1 células inflamatoérias) e 24
(mediana = 117,4 células inflamatorias) horas apds o exercicio fisico. Por outro lado,
0 numero de células inflamatérias dos animais tratado com HPB-CD Ang-(1-7),

apresentaram valores semelhantes aos dos animais do Grupo Controle.

N&o foram observadas diferencas significativas no numero de células
inflamatorias dos animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7) e do grupo
tratado com HPB-CD em todos os tempos observados.
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Figura 7. Numero de células
inflamatdrias presentes no
musculo séleo dos animais do
Grupo Controle (GC) e tratados
com as formulagbes HPB-CD e
HPB-CD Angiotensina-(1-7), nos
tempos de quatro (04), 12, 24,48 e
72 horas apds o exercicio fisico.
Asterisco (*) representa diferenca
significativa em relagdo ao GC
(p<0,001). One Way ANOVA, pos
teste de Dunn’s.
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HPBCD HPBCD

Angiotensina (1-7)

48 HORAS 24 HORAS 12 HORAS 04 HORAS

72 HORAS

Figura 8. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de musculo estriado esquelético séleo de
animais tratados com o veiculo HPB-CD (a, c, e, g e i) e com formulagdo de HPR-CD Angiotensina-(1-7) (b, d, f, h
e j) corados pela Hematoxilina e Eosina. Notar aspecto histolégico compativel com a normalidade em animais
tratados com HPB-CD Angiotensina-(1-7) e aumento de infiltrado inflamatério (seta) em animais HPB-CD nos
tempos de quatro (fotomicrografia a) e 24 horas (fotomicrografia e€). Barra corresponde a 50 micrometros de
largura.
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Em relacdo a area de fibrose, avaliada pela deteccao de coldgeno com auxilio
de luz polarizada, observamos que o grupo tratado com HPB-CD apresentou valores
superiores nos tempos de 12 (mediana = 1.316 pm?), 24 (mediana = 1.702 um?) e 48
(mediana = 1.356 pm?®) apds o exercicio fisico quando comparados ao Grupo
Controle (mediana = 250.7 pm?). Por outro lado, os animais do grupo tratado com
HPB-CD Ang-(1-7) apresentaram valores semelhantes aos do grupo controle em

todos os tempos observados.

Animais do grupo tratado com HPBR-CD Ang-(1-7) nao apresentaram
diferencas significativas em nenhum dos tempos observados quando comparados

aos animais do grupo tratado somente com HP(-CD.

Figura 9. Area correspondente a

1.5%10 ° deposicéo de colageno no musculo
séleo dos animais do Grupo

* Controle (GC) e tratados com as
1.0%10° formulagées HPB-CD e HPB-CD
Angiotensina-(1-7), nos tempos de
quatro (04), 12, 24, 48 e 72 horas
apos o exercicio fisico. Asterisco

é * representa diferenca
0d - significativa em relagdo ao GC
(p<0,001). One Way ANOVA, pos-
4 12 24 48 72 4 12 24 48 72
—_— teste de Dunn’s.

GC HPB-CD HPB-CD
Angiotensina (1-7)
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5.09610 “4
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Figura 10. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de musculo estriado esquelético séleo de
animais tratados com o veiculo HPB-CD (a, c, e, g e i) e com formulagdo de HPB-CD Angiotensina-(1-7) (b, d, f, h
e j) corados pela técnica de Pircrosirius observados a luz polarizada. Notar aspecto histolégico compativel com a
normalidade em animais tratados com HPB-CD Angiotensina-(1-7) e aumento colageno infiltrativo (seta) em
animais HP(B-CD nos tempos 12 horas (fotomicrografia c), 24 horas (fotomicrografia e) e 72 horas

(fotomicrografia g). Barra corresponde a 50 micrometros de largura.
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4.5 Avaliacdo dos niveis teciduais de citocinas no musculo estriado esquelético

gastrocnémio

Durante a eutanasia dos animais, foram obtidos fragmentos do musculo
estriado esquelético gastrocnémio para avaliacdo dos niveis de citocinas (TNF- a, IL-
6 e IL-10) teciduais no Grupo Controle e nos grupos tratados nos tempos de quatro
(04), 12, 24, 48 e 72 horas apoés o exercicio. Os resultados estdo apresentados nas
figuras 11, 12 e 13.

Comparado aos animais do Grupo Controle, animais tratados com HPB-CD
apresentaram niveis elevados de TNF-a nos tempos de quatro (04) (54,5t 2,6
pg/mg), 12 (58,8+ 3,4 pg/mg), 24 (23,3+7,4 pg/mg) e 48 (22,0+7,1 pg/mg) horas.
Ainda neste grupo observamos que os valores de TNF-a se equipararam ao Grupo
Controle 72 horas apés o exercicio. Por outro lado, os animais do grupo tratado com
HPB-CD Ang-(1-7) apresentaram niveis elevados de TNF-a somente nos tempos de
quatro (04) (45,0£2,6pg/mg) e 12 (36,7+2,1 pg/mg) horas em comparacdo com O
Grupo Controle. Observamos que os niveis de TNF-a foram semelhantes 72 horas

apos o exercicio fisico (Figura 11).

Comparado ao grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7), animais do grupo
tratado com HPB-CD apresentaram niveis maiores de TNF-a 12 horas apds o
exercicio fisico. Ainda nestes grupos observamos que os niveis de TNF-a foram

semelhantes nos demais tempos observados apos o exercicio fisico.

38



80 1
Figura 11. Niveis de TNF-a no
mausculo gastrocnémio dos animais

* do Grupo Controle (GC) e tratados

* com as formulagdes HPB-CD e HP-
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Angiotensina (1-7)

Em relacdo aos niveis de IL-6, os animais do grupo tratado com HPB-CD
exibiram valores aumentados quando comparado ao Grupo Controle nos tempos de
24 (111,9+6,3 pg/mg), 48 (110,6+5,0 pg/mg) e 72 (111,0+£3,6 pg/mg). O mesmo
comportamento foi observado nos animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7),
0 grupo apresentou niveis elevados de IL-6 nos tempos de 24 (105,7+5,8 pg/mg), 48
(94,6+£3,9 pg/mg) e 72 (92,9+3,9 pg/mg) horas em comparacdo com o Grupo
Controle (Figura 12).

Observamos que os niveis de IL-6 foram semelhantes em todos os tempos
observados no grupo tratado com HPB-CD e no grupo tratado com HPB-CD
Ang-(1-7).
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Figura 12. Niveis de IL-6 no
1507 musculo gastrocnémio dos animais
do Grupo Controle (GC) e tratados
com as formulagées HPB-CD e
HPB-CD Angiotensina-(1-7), nos
tempos de quatro (04), 12, 24, 48 e
72 horas ap0s o exercicio fisico.
Asterisco (*) representa diferenca
significativa em relacdo ao GC
(p<0,0001). One Way ANOVA, pés
teste de Tukey.
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Em relacdo aos niveis de IL-10, os animais do grupo tratado com HPB-CD
mostraram niveis aumentados nos tempos de quatro (04) (30,5+0,6 pg/mg), 12
(33,3+1,7 pg/mg), 24 (20,1+2,3 pg/mg) e 48 (10,5+3,5 pg/mg) horas em comparacao
com o Grupo Controle. O grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7), mostrou o0 mesmo
comportamento, com niveis aumentados de IL-10 também nos tempos de quatro
(04) (36,0+1,7 pg/mg), 12 (36,6+1,6 pg/mg), 24 (56,2+3,2 pg/mg) e 48 (15,8+5,1

pg/mg) horas em comparacdo com o Grupo Controle (Figura 13).

Em comparacao ao grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7), os animais tratados

com HPB-CD exibiram niveis menores de IL-10, 24 horas apds o exercicio fisico.
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Figura 13. Niveis de IL-10 no musculo
gastrocnémio dos animais do Grupo
Controle (GC) e tratados com as
formulagbes HPB-CD e HPB-CD
Angiotensina-(1-7), nos tempos de
quatro (04), 12, 24, 48 e 72 horas
apos o exercicio fisico. Asterisco (*)
representa diferenga significativa em
relacdo ao GC (p<0,001). Letra (a)
representa diferenga significativa do
grupo HPB-CD em relagcdo ao grupo
HPB-CD Angiotensina-(1-7) em
mesmo tempo (p<0,001). One Way
ANOVA, pos teste de Tukey.
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4.6 AvaliacOes histoldgicas do musculo estriado esquelético gastrocnémio

Em cortes histologicos de tecido muscular estriado esquelético gastrocnémio,
corados com HE, foram realizadas avaliagbes quantitativas para determinar o
namero de células inflamatorias (figuras 14 e 15). Para deteccdo de deposicédo de
colageno tecidual, foram realizadas analises em cortes histolégicos corados com

Picrosirius red em luz polarizada (figuras 16 e 17).

Comparado ao grupo controle (mediana = 35,4 células inflamatérias), os
animais tratado com HPB-CD mostraram aumento no nuamero de células
inflamatoérias quatro (04) (mediana = 69,9 células inflamatoérias) horas apés o
exercicio fisico. Por outro lado, o ndmero de células inflamatorias dos animais
tratado com HPB-CD Ang-(1-7), apresentaram valores semelhantes aos dos animais

do Grupo Controle.

Ndo foram observadas diferencas significativas no numero de células
inflamatérias dos animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7) e do grupo

tratado com HPB-CD em todos os tempos observados.
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Figura 14. Numero de células
inflamatérias presentes no mdusculo
gastrocnémio dos animais do Grupo
Controle (GC) e tratados com as
formulagdes HPBR-CD e HPB-CD
Angiotensina-(1-7), nos tempos de
quatro (04), 12, 24, 48 e 72 horas
apds o exercicio fisico. Asterisco (*)
representa diferenca significativa em
relagdo ao GC (p<0,001). One Way
ANOVA, pos teste de Dunn’s.
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de cortes histol6gicos de misculo estriado esquelético gastrocnémio
de animais tratados com o veiculo HPB-CD (a, c, e, g e i) e com formulagdo de HPB-CD Angiotensina-(1-7) (b, d,
f, h e j) corados pela Hematoxilina e Eosina. Notar aspecto histolégico compativel com a normalidade em animais
tratados com HPB-CD Angiotensina-(1-7) e aumento de infiltrado inflamatério (seta) em animais HPB-CD no

tempo de quatro (fotomicrografia a) horas. Barra corresponde a 50 micrometros de largura.
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7

Em relagdo & inducdo de fibrose no musculo gastrocnémio, avaliada pela
deteccdo de colageno com auxilio de luz polarizada, observamos que o grupo
tratado com HPB-CD apresentou valores superiores nos tempos de quatro (04)
(mediana = 1.599 pm?), 12 (mediana = 712 pm?), e 72 (mediana = 583 pm?) horas
apos o exercicio fisico quando comparados ao Grupo Controle (mediana = 191.4
pum?). Por outro lado, os animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7)
apresentaram valores semelhantes aos do grupo controle em todos os tempos

observados.

Animais do grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7) ndo apresentaram
diferencas significativas em nenhum dos tempos observados quando comparados

aos animais do grupo tratado somente com HP{-CD.

Figura 16. Area correspondente a

2.0%10° 1 deposicdo de colageno no musculo
gastrocnémio dos animais do

* Grupo Controle (GC) e tratados
com as formulagbes HPB-CD e

HPB-CD Angiotensina-(1-7), nos

1.0%10° tempos de quatro (04), 12, 24, 48 e
72 horas apds o exercicio fisico.
5.09410 ‘- * Asterisco (*) representa diferenga
" significativa em relacdo ao GC

I — T e (p<0,006). One Way ANOVA, pos-
teste de Dunn’s.
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Figura 17. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de musculo estriado esquelético gastrocnémio
de animais tratados com o veiculo HPB-CD (a, c, e, g e i) e com formulagdo de HPB-CD Angiotensina-(1-7) (b, d,
f, h e j) corados pela técnica de Pircrosirius observados a luz polarizada. Notar aspecto histolégico compativel
com a normalidade em animais tratados com HPB-CD Angiotensina-(1-7) e aumento colageno infiltrativo (seta)
em animais HPB-CD nos tempos 12 horas (fotomicrografia c), 24 horas (fotomicrografia e) e 48 horas

(fotomicrografia g). Barra corresponde a 50 micrometros de largura.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento preventivo
com a formulacdo oral de Ang-(1-7) diminuiu significativamente fatores que se
associam a disfuncbes musculares, posteriores a lesées musculares induzidas pelo
exercicio fisico. Neste estudo os niveis plasmaticos de CK e a concentracao tecidual
de citocinas proé-inflamatdrias foram menores em ratos tratados com a formulacao
oral de HPB-CD Ang-(1-7) que em ratos tratados somente com a HPB-CD e animais
do Grupo Controle, tanto nos musculos s6leo quanto no musculo gastrocnémio.
Além disso, observamos que a inflamacdo tecidual e a quantidade de tecido
conjuntivo fibroso induzidas por exercicio de contracdo excéntrica foram menores no

grupo tratado com HPB-CD Ang-(1-7), comparado aos demais grupos.

Para inducdo de lesdes no musculo estriado esquelético soéleo e
gastrocnémio, utilizamos um protocolo agudo de contracdo excéntrica, realizado em
uma esteira rolante, inclinada negativamente. Os exercicios de contracdo excéntrica
realizados de forma intensa e nao regular podem causar danos as fibras
musculares, rompimentos do sarcolema e extravasamento de proteinas para a
corrente sanguinea (LAZARIM et al., 2009). E consistentemente relatado na
literatura que elevacdes dos niveis de CK no plasma indicam ruptura da membrana
plasmatica das fibras musculares e sdo rotineiramente utilizadas como medida
indireta de danos musculares (CLARKSON; HUBAL, 2002; CLARKSON; NOSAKA,
BRAUN, 1992). No presente estudo, avaliamos os niveis de CK no soro dos animais
submetidos ao uma sesséo de exercicio predominantemente excéntrico e também
animais do Grupo Controle. Os resultados obtidos mostraram que o protocolo para
inducéo de lesdes foi eficiente, uma vez que os niveis de CK foram maiores nestes
animais quando comparado com o Grupo Controle. Outros estudos na Literatura
corroboram como nossos resultados, e apontam o potencial lesivo de exercicios de

contracdo excéntrica, tais como Liao et al.,, (2010) e Kyparos et al., (2011) que
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demonstram aumento dos niveis séricos de CK em exercicios de dowhill em

modelos murinos.

Além disso, um importante achado deste estudo foi menor elevacdo dos
niveis séricos de CK nos animais do grupo tratado com a formulagdo HPB-CD Ang-
(1-7) comparado com os animais do grupo tratado com HPB-CD. Esse resultado
sugere um possivel efeito protetor da Ang-(1-7) na estrutura da membrana

plasmatica dos midcitos estriados esqueléticos durante o exercicio fisico intenso.

Nos ultimos anos o SRA tem sido foco de estudo e associado como um fator
importante no desenvolvimento de doencas relacionadas a musculatura esquelética.
Vérios estudos vém utilizando inibidores de ECA e bloqueadores de receptor tipo 1
da Ang Il (ARBs) como estratégia no tratamento de doengas musculares (CABELLO-
VERRUGIO et al., 2012). No presente estudo, mostramos pela primeira vez, o efeito
do tratamento oral com HPB-CD Ang-(1-7) nas lesdes musculares induzidas pelo
exercicio fisico do tipo excéntrico. Verificamos que o tratamento com Ang-(1-7)
atenuou as lesGes musculares no grupo tratado, além de diminuir o ambiente
inflamatoério e fibrotico observado durante 72 horas apds uma Unica sessao de

exercicio fisico intenso.

Alguns estudos tém demonstram que o SRA desenvolve papel importante na
patogénese de doencas inflamatérias e fibréticas. A Ang-(1-7) atua no bloqueio de
algumas funcdes e vias de sinalizacéo celulares relacionadas a mudancas teciduais,
ativados pela Ang Il tais como, diminui¢cdo no recrutamento de células inflamatérias,
liberacdo de citocinas e deposicao de proteinas da matriz extracelular. (IWATA et al.,
2005; MCCOLLUM et al., 2012). Neste estudo, mostramos aumento dos niveis de
citocinas nos musculos s6leo e gastrocnémio em resposta ao exercicio fisico intenso
de predominancia excéntrica. Observamos que 0s animais tratados com Ang-(1-7)
tiveram elevacdo reduzida nos niveis teciduais de TNF-a e IL-6 comparados a
animais tratados apenas com o veiculo HPB-CD. Nossos resultados demostraram
também aumento na concentracdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 no grupo

tratado com Ang-(1-7) em comparagao aos demais grupos. Estes resultados estéo
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de acordo com estudos prévios que demonstram acdo da Ang-(1-7) na alteracédo de

ambientes inflamatdrios teciduais.

Shenoy et al., (2010), demonstraram menores niveis de TNF-a, IL - 1B e IL-6,
além de maiores niveis de IL-10, em ratos com doenca pulmonar e que receberado
transferéncia de gene de Ang-(1-7) e ACE 2. Estudo realizado por Sukumaran et al.,
(2011) também demostraram 0 mesmo comportamento apos tratamento com
bloqueadores de receptor AT; da Ang Il Telmisartan e Olmesartan. Em outro estudo,
estes mesmos autores observaram ativacao do eixo ACE2/Ang-(1-7)/Receptor Mas
0 que contribuiu com os efeitos anti-inflamatérios em um modelo murino com
miocardite autoimune. Os autores também observaram reducdes nos niveis de TNF-
a, IL - 1B e IL-6 (SUKUMARAN et al., 2012).

Elevacdes constantes de citocinas pro-inflamatérias em resposta a traumas
ou doencas podem ocasionar perdas de massa muscular (GOODMAN, 1991;1994).
TNF-a é uma citocina chave do processo inflamatério, sendo essencial para
promover um aumento na degradacéo de proteinas no tecido muscular (GOODMAN,
1991; LI et al., 2005) através de estimulacdo de astrogin-1 e diminuicdo de sintese
de proteinas pela inibicdo da via de sinalizacdo da ERK -1/2 (WILLIAMSON et al.,
2005). Dados na Literatura demostram que TNF-a estimula a producéo de IL-6, e
essa interleucina tem como a sua principal fonte a musculatura esquelética (CHEN;
HSIEH, 2001). Alguns estudos demonstram que a liberac@o de IL-6 esta relacionada
com a intensidade e duracdo do exercicio fisico (STEENSBERG et al., 2000).
Apesar de estar controverso na literatura, os dados referente a IL-6 tem
demonstrado que producdo desta citocina é aumentada significativamente em
miofibrilas e células mononucleadas localizadas no local da lesdo apés danos
musculares (CHEN; HSIEH, 2001; FISCHER, 2006).

Em contraste a acdo pré-inflamatéria, niveis aumentados de IL-10 agem
diminuindo o ambiente inflamado (FERREIRA et al., 2009). No conjunto, os dados
referentes a marcadores inflamatorios obtidos direto dos tecidos musculares
sugerem que o tratamento oral com a Ang-(1-7) exerce um importante efeito anti-

inflamatorio local apos uma sesséo de exercicio fisico exaustivo.
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Em animais tratados com a formulagdo oral HPB-CD Ang-(1-7), em que
observamos menores elevagbes de TNF-a e IL-6 e maior concentragao de IL-10 nos
musculos estriados esqueléticos soleo e gastrocnémio, também foram observados
menor infiltracdo de células inflamatorias teciduais. Por outro lado, quando animais
foram tratados apenas com o veiculo, observamos microambiente com aumento das
citocinas pro-inflamatorias e niveis reduzidos de citocinas anti-inflamatorias. Desta
forma, nestes animais encontramos o maior infiltrado inflamatério ao decorrer das 72
horas apds uma sessao de exercicio fisico com predominancia excéntrica. Estes
resultados corroboram com o trabalho de Cunha et al., (2013) demonstrando que o
tratamento por via oral com agonista do receptor Mas da Ang-(1-7), o AVE 0991,
reduziu o numero de células inflamatérias no coracdo e rim de animais com
hipertensdo renovascular. Em adigéo, trabalho realizado por Acuna et al., (2014),
demonstrou através da coloracdo de HE, que infusdo por mini bomba osmdtica e
tratamento oral com Ang-(1-7) normalizou a arquitetura muscular esquelética de

animais com distrofia de Duchenne.

ApGs as etapas inflamatodrias do reparo dos tecidos lesionados observamos
as etapas reparativas. Em lesées musculares a liberagdo de fatores de crescimento
por células participantes do processo inflamatoério induz a proliferacdo de um tecido
reparativo, composto principalmente por colageno tipo lll e vasos sanguineos. Com
0 avancar do processo de remodelamento, o colageno inicial é reabsorvido e um
coldgeno mais espesso (colageno tipo 1) € produzido e organizado (PRABHU et al.,
2014). Observa-se entdo a retracdo e maior resisténcia a area fibréticas (PRABHU et
al., 2014). A avaliacdo do colageno tipo lll vem sendo amplamente utilizada na
Literatura como marcador em lesdes de cicatrizacdo que ainda néo tiveram processo
de remodelamento finalizado (CALVI et al., 2012).

A menor deposicdo colagénica tecidual foi o resultado mais expressivo
encontrado em nosso estudo. Nossos resultados demostraram o efeito benéfico do
tratamento com Ang-(1-7) sobre a deposicéo de tecido conjuntivo fibroso, avaliadas
através de analises histolégicas dos musculos séleo e gastrocnémio. Observamos
que o tratamento com a formulagdo HPB-CD Ang-(1-7) diminuiu a deposi¢cdo de
colageno tipo Ill, nos tecidos musculares dos animais do grupo tratado com a Ang-
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(1-7) em ambos os musculos estudados. Estes achados estdo de acordo com
estudos que demonstram os efeitos tanto do tratamento com Ang-(1-7), quanto dos
bloqueadores do receptor AT1 (losartan) na diminuicdo da fibrose no tecido
muscular. Estudo de Cabello-Verrugio et al. (2012) demonstrou diminui¢cao tanto do
colageno tipo Il quanto do tipo I, além de outras proteinas da matriz extracelular
apos tratamento com losartan em camundongos C57BL/10. Riquelme et al., (2014)
demonstraram que infusdo sistémica e tratamento oral com Ang-(1-7) normalizou a
arquitetura de tecidos musculares, diminuiu a fibrose local e melhorou a funcdo em
animais com distrofia de Duchenne. Sendo assim, nossos dados, bem como da
Literatura sugerem uma importante funcdo do SRA na manutencao da arquitetura e

funcionalidade de tecidos musculares estriados esqueléticos.

Em nosso estudo, avaliamos dois tipos de musculos estriados esqueléticos
com caracteristicas distintas. A escolha dos musculos estriados esqueléticos séleo e
gastrocnémio fundamentou-se no fato de que ambos apresentam diferentes
distribuicbes de fibras contrateis e caracteristicas metabdlicas (FERNANDES;
HASHIMOTO; OLIVEIRA, 2010). Genericamente, os musculos esqueléticos podem
ser classificados em musculos de contracdo rapida, tal como o musculo estiado
esquelético gastrocnémio, com predominancia de fibras tipo Il, mais adaptados aos
trabalhos de curta duracdo e altas velocidades. Por outro lado, os musculos de
contracao lenta, tal como o musculo estriado esquelético séleo, com predominancia
de fibras tipo I, sdo adequados para realizacéo de trabalhos mais prolongados e de
sustentacdo (GUTH; SAMAHA; ALBERS, 1970). Em geral, os musculos de
contracdo lenta sdo responsaveis pela manutencdo da postura, e os musculos de
contragdo rapida, pela execucdo de movimentos articulares. Alguns estudos
reportaram que em exercicios de contracdo excéntrica como no dowhill running, o
musculo esquelético s6leo é o mais recrutado e as lesGes neste musculo sdo mais
agressivas em comparacdo com outros tecidos musculares (ARMSTRONG,;
OGILVIE; SCHWANE, 1983; LYNCH; FARY; WILLIAMS, 1997; SMITH et al., 1997).

Como ja reportado, expressdo dos componentes tanto do eixo da Ang Il,
guanto do eixo da Ang-(1-7) foram encontrados nos tecidos musculares esqueléticos
(CABELLO-VERRUGIO et al., 2015; RIQUELME et al., 2014).
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Além disso, trabalho de Fernandes et al., (2010) demonstrou que existe
diferenca na expressdo de ECA e ECA2 entre os musculos esqueléticos soleo e
gastrocnémio. Por essa razdo, sugerimos que ha um controle local do SRA diferente
entre os dois musculos esqueléticos e talvez por isso os diferentes resultados

encontrados no presente estudo.

Os pontos positivos do presente estudo foram a realizacdo da coleta de
amostras em diferentes horas e dias ap0s o exercicio. Amostragens regulares de
tecidos fornecem evidéncias diretas a respeito do processo de reparo tecidual.
Sendo assim, a variagdao nos pontos de tempo, torna a compreensao mais clara do
curso de tempo dos processos inflamatérios e fibréticos em resposta aos danos
musculares induzidos pelo exercicio fisico. A maioria dos estudos analisa apenas
um ou dois pontos de tempo apos o exercicio (KYPAROS et al., 2011; LIAO et al.,
2010; TOUCHBERRY et al., 2012), o que impede qualquer avaliacdo detalhada nas
diferentes fases do processo de reparo tecidual. No nosso estudo, avaliamos cinco
pontos de tempo distintos apds a inducdo das lesdes. De modo geral, observamos
em nossos resultados que os tempos de quatro (04) e 12 horas, foram os tempos
cruciais no tratamento com a formulagdo HPB-CD Ang-(1-7). Os resultados nestes
tempos, mostraram menores niveis séricos de CK, menores concentracdes teciduais
de citocinas inflamatoérias, aumento na concentracdo de IL-10 comparado a animais
tratados com HPB-CD.
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6. CONCLUSAO

Os dados do presente estudo mostram que o tratamento preventivo com a
formulacdo oral da Ang-(1-7), tem papel fundamental em diferentes fases do
processo de reparo das lesdes musculares induzidas pelo exercicio fisico nos

musculos soéleo e gastrocnémio, pois:

Gerou menores danos musculares;

e Promoveu aumento reduzido de citocinas pré-inflamatérias;

e Promoveu aumento de citocinas anti-inflamatérias;

e Levou a menor infiltragcdo de células inflamatorias;

e Promoveu menor deposicéo de tecido de granulagéo.
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